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Bd. 287 (1951) 


Uber Proteine und deren Abbauprodukte. 

III. Eine Einrichtung zur papierchromatographischen Analyse! 
Von 

Kurt Heyns und Gerhard Anders 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1950) 


Die Bearbeitung von Abbaustufen partieller EiweiShydrolysate 
setzt die Entwicklung von Trennungsmethoden voraus, die eine hin- 
reichend wirksame Aufteilung der vorliegenden sehr komplexen Sub- 
stanzgemische erméglichen. Das Ausma8 der Trenneffekte muB durch 
Analysen- oder Identifizierungsverfahren mit mdglichst geringen Sub- 
stanzmengen fortlaufend kontrolliert werden kénnen. Nachdem die 
Bedingungen zur Durchfiihrung von reproduzierbaren Partialhydrolysen 
an der Gelatine herausgearbeitet worden waren (vgl. I. und II. Mitt.?) 
und sich auch Hinweise ergaben, mit welchen MaBnahmen sich eine, 
wenn auch zunachst noch etwas grobe Aufteilung der dabei erhiltlichen 
Substanzgemische durchfiihren l4Bt, beschaftigten wir uns mit der 
Leistungsfahigkeit der papierchromatographischen Methode und mit 
den erforderlichen apparativen Einrichtungen und Arbeitsvorgingen, 
um zu moglichst iibersichtlich und zuverlassig arbeitenden raschen Test- 
und Nachweisverfahren sowie gegebenenfalls experimentellen Trennungs- 
methoden zu gelangen. 

Die klassische Chromatographie wurde von A. J. P. Martin und 
R. L.M. Synge® dahin abgewandelt, da8, unter Beibehaltung des 
Prinzips der Fraktionierung in einer Saule, an Stelle des Vorganges der 
Adsorption eine Verteilung zwischen zwei fliissigen Phasen tritt. Die 
eine fliissige Phase, eine wassrige Indikatorlésung, wird dabei stationar 
in Silikageb aufgenommen, das im iibrigen keinerlei Funktion wihrend 
des Vorganges ausiiben darf; die zweite, flieBende Phase (Butanol- 
Chloroform) durchstrémt die Siéule. Gemische von Acetylderivaten der 
Aminosauren lieBen sich dadurch trennen. Durch die Anwendung von 


1 Das in dieser Veréffentlichung beschriebene Vorgehen bei papierchromato- 
graphischen Analysen sowie die hier abgebildeten Gerate dienen zur Zeit als Grund- 
lage zur Entwicklung einer apparativen Einrichtung fiir Papierchromatographie 
durch die Firma Hormuth & Vetter, Heidelberg, Hauptstr. 25. 

2 K. Heyns, G. Anders u. E. Becker, diese Z. 286, 102, 118 [1950]. 

* A, J.P. Martin, u. R.L.M. Synge, Biochem. J. 35, 1358 [1941]. 
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Filterpapier als Trager der stationéren Phase durch R.Consden, 
A. H. Gordon und A. J. P. Martin* wurde es méglich, ohne vorherige 
Darstellung der Acetylverbindungen Aminosiuren direkt zu chromato- 
graphieren. Der Nachteil des Verfahrens liegt in den geringen anwend- 
baren Substanzmengen, soweit eine Reindarstellung der Komponenten 
angestrebt wird. Die Papierchromatographie hat in der Proteinchemie, 
auf den Gebieten der Kohlenhydrate, der Sterine, der Ketoséuren, der 
Edelmetallanalyse und zur Trennung anorganischer Ionen Anwendung 
gefunden. Im Laufe der Zeit sind vielerlei Abwandlungen in der Arbeits- 
methodik, in den Geraten, in der Technik der Auswertung der Chromato- 
gramme usw. ver6ffentlicht worden, von denen einige zusammenfassende 
Arbeiten® und eine kleine Auswahl von Anwendungen des Verfahrens® 
erwahnt seien. 

Bei den Vorversuchen hielten wir uns zunichst im wesentlichen an 
die Angaben von Consden, Gordon und Martin‘ sowie von C. E. 
Dent’. Sie lieBen sich auf einfache Weise mit gebriuchlichen Labora- 
toriumsgeraten in Brut- und Trockenschrinken durchfiihren. Unter den 
vorhandenen deutschen Papiersorten erwiesen sich mehrere als geeignet. 
Schnell saugende Arten und solche, die bei der Fabrikation mit HCl und 
HF behandelt werden, geben meist weniger scharf begrenzte Flecken, 
als langsamer chromatographierende und ungewaschene Sorten. Zunachst 
wurde das Papier Schleicher & Schiill Nr. 595 fiir die folgenden Unter- 
suchungen ausgewahlt. Es gibt nach dem Einspriihen mit Ninhydrin 
von allen untersuchten Sorten die giinstigsten Abstufungen in der Far- 
bung der verschiedenen Aminosidure-Flecken. Wie sich spater heraus- 
stellte, ist diese anscheinend an die Anwesenheit gewisser durch HCl und 
HF herauslésbarer Verunreinigungen gebunden. Auf unsere Bitte von 
der Lieferfirma auf die oben beschriebene Weise gewaschenes Papier 
(595 G) ergab, wie die anderen so vorbehandelten Sorten, eine fiir alle 
Aminosauren einheitliche, hier blauviolette, bei anderen auch violette 
oder rotviolette Fairbung der Flecken (mit Ausnahme von Prolin u. a.). 
Speziell fiir Butanol-Entwicklung erwiesen sich spiiter noch Nr. 1102 
und 602 h:P als geeignet. Gleichzeitig wurden bei diesen Versuchen 
Erfahrungen fiir den Bau der ,,Chromatographiekammern“‘ gewonnen. 

Um ein Verdunsten der Fliissigkeit bei der Entwicklung der Chromatogramme 


zu verhindern, wird diese in Kammern, wie sie die Abb. 1 und 2 zeigen, unter Kon- 
stanthaltung der Raumtemperatur vorgenommen. ‘Sie werden aim giinstigsten in 


4T.Consden, A.H. Gordon u. A.J. P. Martin, Biochem. J. 38, 224 
[1944]. 
5 R. Consden, Nature [London] 162, 359 [1948]; A. J. P. Martin, Annu.- 
Rep. Progr. Chem. 45, 267 [1949]. 

6 ©. E. Dent, Biochem. J. 41, 240 [1946]; ©.-H. de Verdier uv. G. Agren 
Acta Chem. Scand. 2, 783 [1948]; D. Cavallini, N. Frontali u. G. Toschi, 
Nature [London] 168, 568 [1949]; G. Agren u. T. Nilsson, Acta Chem. Scand. 
%, 525 [1949]. 

7 C. E. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1947]. 














asic: 
a) 
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Abb. 2. Kammer fiir Papierchromatographie. Schmale Seitenwand mit Halte- 
rungen, eine Trageleiste mit einem Fiihrungsstab eingesetzt. 


einem nicht zu feuchten, gut temperierten Kellerraum (evtl. mit durch Kontakt- 
thermometer gesteuerter elektrischer Beheizung) aufgestellt. Die schmalen Seiten - 
wande und der Boden der Kammern, die oberen Langsleisten und die Trageleisten 
fiir die Rinnen bestehen aus Holz, in dessen Innenfliche eine kraftige Paraffin- 
schicht mit dem Bunsenbrenner eingebrannt wurde. 

l * 
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Tab. 1. Tab. 2. 


Abkirzungen fiir Abb. 1—4. Abmessungen der Kammer. 


Trageleiste InnenmaBe 

Fiihrungsstab 

Beschwerungsstab 

Halterung fiir T und F 

Aufnahme fiir T bzw. F 

Gleitnuten fir B 

Gleitnuten f. Glasscheibe 

Gleitaufnahme f. Deckplatte 

Wanne 

Glasrinne 

Haltebiigel Glasstiibe 

Gummiring Lange 

Gleitnuten zum Abstellen von (@ F-Stab 
Glasscheiben anderer Kasten Q B-Stab 


Die iibrigen Seitenwinde sind Spiegelglasscheiben, die in Gleitnuten sorg- 
faltig eingepaBt sind und nach oben herausgezogen werden kénnen; ebenso die 
Deckscheibe, die sowohl seitlich verschoben als auch abgenommen werden kann. 
Oben an den hélzernen Seitenwanden sind innen Halterungen fiir zwei Tragleisten 
mit je zwei Fiihrungsstében und unten vier Gleitnuten fiir die Beschwerungsstibe 
angebracht. — Dié zur Aufnahme der oberen Kanten der Filterbogen und der 
flieBenden Phase dienenden ,,Rinnen‘‘ wurden aus etwa 18 mm weiten, der Linge 
nach durch Schleifen gedffneten Glasrohren gefertigt und an den Enden zuge- 
schmolzen. In ihnen werden die Bogen durch glaserne ,,Haltebiigel‘‘ befestigt, die 
durch Gummiringe iiber Rinne und Tragleiste leicht federnd eingedriickt werden, 
vgl. Abb. 4 und 5. Die Rinnen fassen etwa 100 ccm. — Das von den Bogen ab- 
tropfende Lésungsmittel wird in Wannen aufgefangen, die dauernd mit Wasser 
und dem betreffenden Solvens gefiillt bleiben und so fiir Aufrechterhaltung einer 
gesaittigten Atmosphare sorgen, vg]. Abb. 1. Schalen aus einem Kunststoff (von 
der Herstellerfirma mit ,,Sumit‘‘ bezeichnet), wie sie im Photolabor verwendet 
werden, erwiesen sich fiir diesen Zweck geeignet. — Soll die Entwicklung der 
Chromatogramme in Gegenwart von Ammoniak vor sich gehen, werden in die 
Schalen kleine Becherglaser mit 4-proz. NH,OH gestellt. Eine HCN-haltige At- 
mosphare wird erhalten, wenn der Fliissigkeit in den Wannen einige Spatelspitzen 
KCN zugefiigt werden. Alles iibrige ist den Abb. 1 bis 4 zu entnehmen. 


Abb. 3. Eindriicken der Bogen in die Rinne. 
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Abb. 4. Einhangen der Bogen. 


Die Einrichtung der Filterbogen fiir ein- und zweidimensionale Chromato- 
gramme geschieht gemaB den Abb. 5 und 6 mit einem weichen Bleistift auf einem 
Zeichenbrett. An der unteren Kante jedes Bogens, bei zweidimensionaler Arbeits- 
weise an zwei benachbarten Kanten, wird ein etwa 3cm breiter Streifen zum 
spiteren Aufnehmen der Beschwerungsstibe nach voriibergehendem Finfalten 
mit Einschnitten versehen. Die iibrigen Striche dienen der Abgrenzung der fiir die 
Chromatogramme verbleibenden Flachen von den durch die Arbeitsweise spaiter 
verloren gehenden. Bei eindimensionalen Chromatogrammen werden die zu unter- 
suchenden Lésungen auf eine Startlinie aufgetropft, bei Flachenchromatogrammen 
auf den Startpunkt. Bei letzteren wird nach Entwickeln in der einen Richtung 
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Abb. 5. Einrichtung fiir eindimensionale Abb. 6. Einrichtung fiir zweidimen- 
Chromatogramme. sionale Chromatogramme. 


(Phenol) der Bogen getrocknet, der Beschwerungsstab in den anderen Schlitzrand 
eingefiihrt und das Chromatogramm erneut in dieser Richtung, senkrecht zur 
ersten, mit einer anderen flieBenden Phase (Butanol bzw. Pyridin-Amylalkohol) 
entwickelt. Die Substanzen verteilen sich dadurch in einem Muster iiber die ganze 
Flache des Bogens. 

Die zu untersuchenden Stoffe wurden bei Aminosiuren in 1-proz. waBrig- 
alkoholischer Lésung angewendet, evtl. unter Zufiigen von etwas 1-n. HCl; Pep- 
tide in 1-proz. waBriger Lésung bzw. Aufschlammung; EiweiStotalhydrolysate 
in 4-proz. und partielle Hydrolysate sowie Fraktionen in bis zu 15-proz. Lésung. 
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Die Substanzen wurden mit Hilfe einer Mikropipette, genau abgemessen, auf den 
Startpunkt gebracht. 


Als flieBende Phasen wurden verwendet: 
. Bei Zimmertemperatur mit Wasser gesittigtes, frisch destilliertes reinstes 
Phenol (Ph-Chromatogramme). 
. Bei Zimmertemperatur mit Wasser gesittigter n-Butylalkohol, Sdp. 115 bis 
117°C (Bu-Chromatogramme). 
3. Ein Gemisgh von 35 Vol.-% Pyridin, 35 Vol-°% Isoamylalkohol und 30 Vol-°, 
Wasser (PA-Chromatogramme). 


Zur Anfertigung von Chromatogrammen wird ein Filterbogen auf dem Zeichen- 
brett, das gleichzeitig als Schablone dient, in der beschriebenen Weise eingerichtet, 
auf eine saubere Glasunterlage gelegt und die zu analysierenden Lésungen auf die 
Startpunkte gebracht. Dann wird der Beschwerungsstab eingezogen und je zwei 
Bogen am Arbeitsrand in eine Rinne eingefiihrt; dies geschieht mit Hilfe des Halte- 
biigels, vgl. Abb. 4, der anschlieBend durch zwei Gummiringe, wie beschrieben, 
befestigt wird. Das Einhaingen in die Kammer zeigt Abb. 5. Da die Schalen am 
Boden immer mit dem Wasser-Lésungsmittel-Gemisch gefiillt bleiben, hat sich 
eine Stunde nach VerschlieBen der Kammer das Gleichgewicht in der Atmosphare 
wieder hergestellt. Dann wird die Deckplatte ein wenig zur Seite geschoben, so daB 
die Rinnen aus einer Pipette mit dem Solvens gefiillt werden kénnen. Nach Ab- 
lauf einer gewissen Zeit iiberschreitet die Ausbreitungsfront (vg!. Abb. 7) die Start- 
punkte; sie betragt bei Ph-Entwicklung etwa 35 Min., bei Bu-Entw. 27 und bei 
PA-Entw. etwa 23 Min. Von hier an rechnet die Entwicklungszeit. Sie dauert bei 
Chromatogrammen, die zur Ermittlung der Rr-Werte dienen, bei denen also die 
Ausbreitungsfront auf dem Papier bleiben mu, bei Phenol im Durchschnitt 
27 Stdn., bei Butanol und PA 23 bis 24 Stdn. Sie wird im allgemeinen bei Bu- und 
PA-Chromatogrammen bis zu 60—75 Stdn. ausgedehnt, da alle in Frage kommen- 
den Substanzen in diesen Medien ziemlich niedrige Rr-Werte haben und auch dann 
noch auf dem Chromatogramm bleiben. Nach Ablauf dieser Zeit werden die Bogen 
nach Lésen der Haltebiigel mit Hilfe der Beschwerungsstabe aus Kammer und 
Rinne herausgenommen und in einem entsprechend groBen Schrank waagerecht 
zum Trocknen aufgehangt. 

Der verwendete 2m hohe Trockenschrank vermag 8 Bogen aufzunehmen. 
Er steht oben mit einem Abzugskamin in Verbindung, der zusammen mit einer 
liber seinem durchlécherten Boden befindlichen elektrischen Heizung fiir einen 
stindigen warmen Luftstrom sorgt. Die Befestigung der Bogen geschieht zweck- 
maBig mit Hilfe kleiner (Feder-)Wascheklammern. Es ist unbedingt wichtig, 
wahrend der ganzen Handhabung, das Papier nicht mit den Fingern anzufassen, 
da in vielen Fallen die Beriihrungsstellen spaiter Ninhydrinreaktion geben. Beim 
Arbeiten mit Phenol ist auBerdem der Gebrauch von Gummihandschuhen ange- 
bracht. Auch Staubteilchen stéren und geben mitunter sogar Ninhydrinreaktion; 
auf jeden Fall verursachen Speicheltrépfchen nach Anfairben violette Fleckchen. 
Das Trocknen dauert etwa 1—3 Stdn., mit Phenol entwickelte Bogen erscheinen 
nach dieser Zeit noch leicht phenolfeucht, was an ihrer glitzernden Oberflache 
erkennbar ist. Letzteres ist aber fiir das folgende Anfarben ein Vorteil, da sich auf 
diese Weise hesonders deutlich Farbnuancen mancher Flecke ausbilden. Bei 
Flachenchromatogrammen empfiehlt es sich jedoch, vor dem Entwickeln in der 
zweiten Richtung, das Phenol ganz abtrocknen zu lassen. 

Das Anfarben der Chromatogramme geschieht durch Bespriihen mit einer 
0,1-proz. Lésung von Ninhydrin in wassergesittigtem n-Butanol. Die gesundheits- 
schadigende Wirkung dieses Alkohols macht sich besonders hier beim Zerstaéuben 
bemerkbar. Es wurde deshalb versucht, ein anderes geeignetes Lésungsmittel zu 
finden. Dabei zeigte sich, daB die entsprechend wasserhaltigen isomeren und niedri- 
geren Homologen etwa gleich gute FEigenschaften aufweisen. Jedoch erzeugt 
Athanol bereits ‘starke Verwaschungen, ebenso wie Aceton. Methylathyl-keton 
gibt schwache Flecken, wegen seiner geringen Fahigkeit Wasser aufzunehmen, 
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wahrend Dioxan ihre Ausbildung véllig verhindert. Im Laufe der folgenden Unter- 
suchungen wurde die allgemein gebrauchliche Auflésung in n-Butylalkohol kei- 
behalten. Die Ausbildung der Flecken geht, je nach Raumtemperatur, innerhalb 
von etwa 3 Stdn., vom Zeitpunkt der Verdunstung des Lésungsmittels gerechnet, 
vor sich. Einige Aminosauren, z. B. Glykokoll, sind besonders nach Ph-Entwicklung 
auch schon auf dem noch feuchten Chromatogramm zu erkennen. Wahrend sich 
die Flecken ausbilden, miissen die Chromatogramme laufend beobachtet werden. 
Thr erstes Auftreten wird mit einem weichen Bleistift als ,,Keimpunkt markiert. 
Nach vollstandiger Ausbildung der Flecken werden die Bogen abgenommen, die 
Farbzonen umrandet, deren Mittelpunkt aufgesucht und aus diesen und den Keim- 
punkten eine als Schwerpunkt der Anhaufung der in dem betr. Fleck vorhandenen 
Substanz zu denkende Stelle mit einem Kreuz bezeichnet. Dieser Ort dient als 
Grundlage fiir die Errechnung des Rr-Wertes: 


__ Wanderung der Substanz in cm 
~ Wanderung der Ausbr. Front in cm’ 





Rr 


Die von Consden, Gordon und Martin‘ beobachtete Bildung von Fronten 
schmutzigen, braunen Materials, besonders bei Ph-Entwicklung, wurde auch bei 
diesen Untersuchungen iiberall gefunden. Die von ihnen vorgeschlagenen Zusatze, 
Ammoniak, Blausaure u. a., konnten nur eine geringe Verminderung der Schmutz- 
fronten bewirken. Auch chromatographisches Auswaschen der Bogen hatte keinen 
nachhaltigen Erfolg und verschlimmerte die Erscheinung betrachtlich, wenn das 
Papier nach dem Trocknen nicht sofort betropft und weiter verwendet wurde. 
Besser bewiahrte sich eine Methode, bei der die Bogen nach Einhangen in die 
Kammer von etwa 5cm unterhalb der Startlinie ab aus einer Pipette mit dem 
Solvens befeuchtet wurden. Der Schmutz wurde dadurch véllig ausgewaschen; 
es traten bei dieser Arbeitsweise jedoch zuweilen UnregelmaBigkeiten im Lauf der 
Aminosiuren ein. Daher wurden in der Folge nur unvorbehandelte Bogen ver- 
wendet. Bei einzelnen Papiersorten bildeten sich diese Schmutzfronten verschieden 
stark aus. Allgemein sind sie bei den séuregewaschenen schwacher, jedoch noch 
deutlich vorhanden. Das verwendete Papier Schleicher & Schiill Nr. 595 ist in 
diesem Sinne noch verhaltnismaBig unrein, wihrend Whatman Nr. 1 von allen 
untersuchten Arten hier die giinstigsten Eigenschaften hatte. Die Schmutzfronten 
wirken sich besonders bei Ph-Chromatogrammen aus, da infolge der hohen Rr- 
Werte schnell laufende Substanzen in ihre Ausbuchtungen hineingeraten (vgl. 
einige Abb. der folgenden Mitteilung). Bemerkenswert ist es, daB diese Erschei- 
nung von Dent’ und anderen Autoren nicht beobachtet wird. Die beschriebene 
apparative Einrichtung 148t sich sinngema8 auch beim Arbeiten mit mehreren 
iibereinandergelegten Filterbégen verwenden. 

Die Identifizierung der erhaltenen Flecken kann zunachst rein 
empirisch oder mit Hilfe von Ry-Tabellen anderer Verfasser durch ihre 
Lage zueinander erfolgen. Auf beide Kriterien ist jedoch kein absoluter 
VerlaB; auch die relative Lage kann sich unter Umstanden durch Ande- 
rung der Atmosphiére in den Kammern (Anwesenheit von Ammoniak, 
Aminen, Blausiure, Salzsiure u. a.) geringfiigig verschieben. AuBerdem 
kann es vorkommen, daB die Ausbreitungsfront der flieBenden Phase 
schief lauft; Griinde fiir diese Erscheinungen sind lokal begrenzte Tem- 
peraturschwankungen. Der Versuch mu8 dann wiederholt werden, soweit 
nicht mit den spiter zu erlaéuternden ,,Kontrollstreifen gearbeitet wird. 
Weitere wichtige Erkennungsmerkmale sind: Zeitdauer bis zum Auf- 
treten des Keimpunktes, Form und vor allen Dingen Farbe der Flecken. 
Letztere ist bei manchen Substanzen charakteristischen Verainderungen 
unterworfen. Eine absolut sichere Identifizierung ist jedoch nur méglich, 
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wenn alle aufgefiihrten Gesichtspunkte beriicksichtigt werden, unter 
gewissenhafter Beobachtung der Ninhydrinreaktion auf den Filterbogen, 
zusammen mit einer durch Einarbeitung in die Methodik gewonnenen 
personlichen Erfahrung. Mit gewissen Einschrankungen ist unter diesen 
Umstinden auch eine grobquantitative Beurteilung einer chromato- 
graphischen Analyse méglich, wobei jedoch in den meisten Fallen eine 
Vielzahl von Faktoren zu beriicksichtigen ist. Eine etwas gréBere Sicher- 
heit kann man erreichen, wenn in unmittelbarer Nahe auf demselben 
Bogen ein kiinstliches Gemisch der gedachten Zusammensetzung ent- 
wickelt wird. Erschwerend ist hierbei, daB die aus Naturstoffen stammen- 
den zu analysierenden Substanzen meistens durch Verkohlungspro- 
dukte, anorganische Salze oder andere unbekannte Stoffe verunreinigt 
sind, was sich immer auf die Lage der Flecken auswirkt. 


Zusammenfassung 

Es wird eine Einrichtung zur papierchromatographischen Analyse 
beschrieben mit Kammern, die die gleichzeitige Entwicklung von 32 ein- 
oder 4 zweidimensionalen Chromatogrammen auf 4 Filterbogen gestattet. 
— Die Brauchbarkeit verschiedener Papierarten wurde untersucht und 
vorliufig die Sorte Schleicher & Schiill Nr. 595 ausgewahlt, vor allem, 
weil sie am starksten unterschiedliche Farbténungen der Aminosdure- 
,»flecken“ ergibt. Die Anfertigung von Chromatogrammen und ihre Aus- 
wertung wird erlautert. 


Uber Proteine und deren Abbauprodukte 
IV. Das Verhalten von EiweiBabbauprodukten bei Anwendung 
der Papierchromatographie 
Von 
Kurt Heyns und Gerhard Anders 
Aus dem Chemischen Institut der Universitét Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1950) 


Nachdem wir Einrichtung und Betrieb einer Apparatur zur Durch- 
fihrung papierchromatographischer Analysen beschrieben hatten!, war 
es erforderlich, Unterlagen iiber das Verhalten von Aminosiuren und 
Polypeptiden zu gewinnen sowie Einblicke in Fehlergrenzen bei ana- 
lytischen Untersuchungen und in die Méglichkeiten experimenteller 
Trennungen zu erhalten. Kiinstlich zusammengestellte Gemische von 
Aminosauren und niederen Polypeptiden geben im allgemeinen tber- 
sichtliche und klare, gut auf Ninhydrin ansprechende Chromatogramme, 
wahrend komplexe Gemische des partiellen Proteinabbaus sich weit 


1 JIT. Mitteilung: K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 1 [1950]. 
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schwieriger verhalten. Diese Erscheinung verlangt eine sorgfaltige Uber- 
priifung der Identifizierungsméglichkeiten, um sichere Aussagen iiber 
die Zusammensetzung von Hydrolysaten zu erhalten. 


1. Verhalten von Aminosd&uren 


Nach dem in der III. Mitt. angegebenen Verfahren wurden zahl- 
reiche Chromatogramme angefertigt, um das Verhalten der Amino- 
siuren bei der papierchromatographischen Analyse festzustellen und 
UnregelmaBigkeiten, ihre Ursachen und Folgen erkennen zu kénnen. 
Trotzdem sind einige der in Tab. 1 angegebenen Ry-Werte noch ein 
wenig schwankend. Die eingeschlagene Arbeitsweise zur relativen Orts- 
bestimmen der durch Aminosauren gebildeten Flecken veranschaulicht 
Abb. 1. Man sucht sich einige Serien dieser Substanzen heraus, die leicht 
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Abb. 1. Eindimensionales Chromatogramm. 
Von links nach rechts: Asp; Glu; Asp + Glu; Gly + Ala; Tyr; Tyr + MAla; 
Gly + Tyr + OAla; Asp + Glu + Gly + Ala + Tyr + ®Ala. 
(Zu den Abkiirzungen vgl. Tab. 1.) 
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Abb. 2. Ph/PA-Chromatogramm eines Gemisches aus 15 leicht trennbaren Amino- 
sduren. 
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voneinander unterscheidbare Flecken zu geben versprechen. Sie werden 
zunachst einzeln und dann im Gemisch auf eindimensionalen Chroma- 
togrammen entwickelt. Analog verfaéhrt man bei Flaichenchromato- 
grammen. Das in der Abb. 2 wiedergegebene zweidimensionale Chro- 
matogramm eines Gemisches von 15 Aminosauren ist zur sicheren 
Identifizierung am besten vorher in drei entsprechend ausgewahlten 
Stufen von je etwa 5 der Komponenten zu untersuchen. Abb. 3 zeigt 














Abb. 3. Ph/PA-Chromatogramm eines Gelatine-Totalhydrolysates. 


ein Flachenchromatogramm des durch Totalhydrolyse der Gelatine 
sich bildenden Aminosauregemisches. Abb.4 gibt entsprechend das 
zweidimensionale Chromatogramm eines Casein-Totalhydrolysats. 





a 


Abb. 4. Ph/PA-Chromatogramm eines Casein-Totalhydrolysates. 











Schwerer voneinander trennbare Substanzen machen spezielle 
Untersuchungen erforderlich. Abb. 5 zeigt die Moglichkeiten auf, isomere 
Aminosiuren durch eindimensionale Butanolentwicklung voneinander 
zu trennen. Die gegenseitige Beeinflussung der Komponenten eines 
Gemisches diirfte nicht leicht aufzuklaren sein. Im allgemeinen ist eine 
Verzégerung des Laufes und damit Verkleinerung der Rg-Werte zu 
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Abb. 5. Schwer trennbare Aminoséuren auf dem Butanol-Chromatogramm. 

Von links nach rechts: «-Aib; x-Amb; Val; NVal; Leu; NLeu; ®Ala; Gemisch 

Gly + Ala + Pro. — Der linke Streifen muBte herausgeschnitten werden, um ihn 

im Trockenschrank auf 100° C zu erhitzen und damit die Anfarbung der «-Aib 
zu erreichen. 
































beobachten, wenn sehr viele Substanzen gemeinsam entwickelt werden. 
Sie ist meistens geringfiigig, aus ungeklarter Ursache oft gar nicht vor- 
handen, kann aber in manchen Fallen, selbst bei nebeneinander liegenden 
Vergleichsanalysen, eine Identifizierung unméglich machen, wenn nicht 
eine genaue Beobachtung wihrend der Ninhydrinreaktion die Farb- 
stufen fiir die Zuordnung heranzuziehen gestattet. 

Im Laufe der Untersuchungen wurden auf eindimensionalen Chro- 
matogrammen fiir 30 Aminosiuren in den 3 verwendeten Medien die 
Ry-Werte bestimmt. Sie sind in Tab. 1 aufgefiihrt; die Ermittlung ge- 
schah mit Hilfe reiner synthetischer oder natiirlicher Substanzen. Die 
Daten fiir Oxyprolin wurden aus zweidimensionalen Chromatogrammen 
von Gelatinehydrolysaten abgegriffen, vgl. Abb. 3. Es ist auf Grund 
seiner orangegelben Farbe eindeutig zu identifizieren. Zur Ermittlung 
von Ry-Werten kann man in unmittelbarer Nahe eine Kontrollésung 
entwickeln (Alanin bzw. Alanin-Glykokoll-Gemisch). Mit Hilfe der be- 
kannten Ry-Werte dieser Substanzen lassen sich die zunachst in ,,Ala- 
nin‘‘- baw. ,,Glycin-Einheiten‘‘ ausgedriickten GroBen dann leicht um- 
rechnen. — Es wurde vielfach untersucht, ob zwischen Ry-Werten der 
freien Aminosduren und denen ihrer Chlorhydrate ein Unterschied be- 
steht. Eine wesentliche Beeinflussung war jedoch nur bei der Asparagin- 
siure festzustellen. 

Uber Unwert und Wert der Ry-Werte-Tabellen vergleiche man die 
bisherigen Veréffentlichungen iiber Papierchromatographie. Da die 
Daten von vielerlei Faktoren abhaingen, vor allem auch von der Kon- 
struktion der Kammern -(Abstand zwischen Fliissigkeitsoberflaiche in 
der Rinne und dem Startpunkt ist z. B. von groBem EinfluB), ist es er- 
klarlich, daB die Werte verschiedener Autoren voneinander abweichen. 
Ry-Werte stellen also niemals absolute GréBen dar, geben jedoch hin- 
sichtlich ihrer relativen Verteilung wertvolle Hinweise. Von diesem 
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Blic ‘kpunkt aus sind auch die Werte verschiedener Autoren zu betrachten 
und zeigen dann eine gute Ubereinstimmung. 


Tab. 1. Rr-Werte von Aminosauren 





Aminosaure Symbol Ph Bu Farbe 





Asparaginsaure . . . | Asp 0,09 | 0,01 
——r HC] i. ec Ome 0,16 | 0,01 
Cystein , 0,12 | 0,00 
Cystin ... ae 0,14 | 0,00 
Glutaminséure ... . 0,22 | 0,01 
Dioxyphenylalanin ........ p 0,23 | 0,03 
Asparagin 0,24 | 0,01 
Serin ca my 5: ee 0,25 | 0,02 
NORWMUMETIETD «gs 60. ons, duet 9, ah Me 0,28 | 0,01 
C2 ae i oleate SE 4 0,30 | 0,03 
Lysin . Sees A taeeah ksi iors 0,35 | 0,02 ° 
Alanin 0,50 
Arginin oe ae ee ee 0,51 
Dyeee! 22 IN, Ueto, Oe 0,53 
Oxyprolin . . eink 0,59 
Histidin . . . : sta Sunt tien tes i 0,60 
x-Amino- isobuttersiure Roky oc Ns Pate i 0,62 
x-Amino-butterséure .- : 0,69 
aeypeonmenn 8505835. 052 131 ¢. 38 7 0,69 
Dijodtyrosin . . . 0,69 
AN ee re, ee ee 0,70 
DR US icis & Jai ste) ae ay aes 0,72 
RE a ee oe ee ie 0,74 
Reems SPI. Gilt. cei. 5 0,80 
Norleucin ‘ibibiant- lei ae 0,81 
io ne a ee 0,81 
a gig ates ose -ar 0,84 

















Einige Werte sind nur aus wenigen Bestimmungen, die meisten jedoch aus 
mindestens 10—20 Chromatogrammen ermittelt, so vor allem die Daten der in der 
Gelatine vorkommenden Aminosauren. 


Farben: Violett (V); Blau (B); Rot (R); Braun (Br); Gelb (G); Orange (Or); 
Grau (Gr). 

Auf Grund der angestellten Versuche mit Aminosaiuren ergeben 
sich folgende RegelmaBigkeiten : 

1. Alle ~-Aminosauren geben auf dem Papier bereits bei Zimmertem- 
peratur eine Ninhydrinreaktion, die, mit Schattierungen zwischen 
violett, blau, rot und braun beginnend, schlieBlich in einer einheit- 
lichen violetten Farbung endet (Ausnahme: x-Aib reagiert erst 
nach Erhitzen auf 100°C). Die Farbe verblaBt im Laufe der Zeit, 
um nach Wochen vdllig zu verschwinden. 

2. Die Iminoséuren Prolin und Oxyprolin geben leuchtend gelbe bzw. 
orange Reaktion. 

. Die Aminodicarbonsaéuren Asparagin- und Glutaminsiure bilden, 
in Ph entwickelt, meist hufeisenférmige Flecken mit den Enden 
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nach oben. Tyrosin, Lysin und Histidin geben in Ph meist lang- 
gezogene, schmale und die in allen Medien schnell laufenden Amino- 
siuren, wie Leucin, Norleucin, Phenylalanin, Norvalin u. a., breit 
ausgezogene, verwaschene Flecken. 

. Homologe Aminoséiuren haben mit steigender Kohlenstoffzahl 
steigende Ry-Werte in allen Medien. 

5. Bei isomeren Verbindungen hat jeweils die Aminosdure mit ge- 
rader Kette den héheren Ry-Wert in allen Medien. 


2. Verhalten von Polypeptiden 


Zur Untersuchung des Verhaltens von Polypeptiden und zur Er- 
mittlung ihrer Rp-Werte waren 19 dieser Substanzen vorhanden. Es 
wurden nur eindimensionale Chromatogramme, meistens die polymer- 
homologen Reihen nebeneinander, entwickelt. Die erhaltenen Flecken 
zeigen allgemein das gleiche Erscheinungsbild wie bei Aminosauren. 
Charakteristische Formen treten nicht auf. Sie sind in ihren Umrissen 
oft verwaschen ; auBerdem wird die Ninhydrinreaktion mit zunehmender 
Molekiilegr6Be schwiicher, und zwar in stirkerem Mafe, als aus den 
molaren Verhaltnissen zu erkliren ware, vgl. Abb. 6 und 7. Auf diese 
Erscheinung miissen die Mengen abgestimmt werden. Von einer ge- 
wissen Grenze ab, etwa in der Gegend der Hexapeptide, scheint die 
Entwicklungsfahigkeit und damit die Brauchbarkeit der Papierchro- 
matographie aufzuhéren. 

Sehr schéne Unterscheidungsmerkmale bietet die Farbung der 
Glycyl-Polypeptide, bei denen ein Glykokollrest die freie Aminogruppe 
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Abb. 6. Glycyl-Polypeptide mit Phenol entwickelt. 
Von links nach rechts: Mono-; Di-; Tri-; Tetra-; Penta-glycin, je 50 y; Hexa- und 
Nonaglycin nicht entwickelbar. 





























tragt, also auch z. B. Triglycin. Diese kommen rein gelb heraus (Keim- 
punkt), um nach einigen Stunden zu einem grauen Farbton zu ver- 
blassen, der schlieBlich in die violette Endfarbung iibergeht. Ahnlich 
sollen sich nach Consden, Gordon und Martin? entsprechende 


2 R. Consden, A. H. Gordonu. A. J. P. Martin, Biochem. J. 41, 590 [1947]. 
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Abb. 7. Alanyl-Polypeptide. 
Links Ph-; Mitte Bu-; rechts PA-Entwicklung. — Von links nach rechts: 20 y 
Alanin; 30 y Di-; 40 y Tri-; 50 y Tetra-alanin. — Steigende Rr-Werte in. Phenol; 
sinkende in Butanol und PA. — Bei Tetraalanin in Phenol ist unten deutlich die 
Behinderung durch die Schmutzzone zu erkennen. 




















Prolyl-Polypeptide verhalten. Alle von Peptiden herriihrende Flecken 
tauchen spiter auf und unterliegen weit schneller dem Verblassen, als 
es bei Aminosauren der Fall ist. Eine unerfreuliche Erscheinung ist die 
geringe Haltbarkeit waiBriger Peptidlésungen. Neben bakterieller Zer- 
setzung trotz Aufbewahrens im Eisschrank (z. B. Glutathion), ist Auto- 
lyse besonders in der Reihe der Leucyl-polyglycyl-Peptide méglich. 
Nach ein bis zwei Wochen sind neben den freien Aminoséuren deutlich 
Zwischenstufen der Hydrolyse beim Leucyl-tri- und tetraglycin, beim 
Tetraalanin, beim Pentaglycin, beim Norvalyl-diglycin usw. zu beob- 
achten. 
Tab. 2. Rr-Werte von Peptiden 





Peptide Symbol | 





Glycylglycin 2-Gly 
Triglycin 3-Gly 
Tetraglycin 4-Gly 
Pentaglycin 5-Gly 
Hexaglycin 6-Gly 
Nonaglycin 9-Gly 
Alanylalanin 2-Ala 
Trialanin 3-Ala 
Tetraalanin 4-Ala 
Glyeylleucin Gly-Leu 
Leucylglycin Leu-Gly 
Leucyl-diglycin Leu-2-Gly 
Leucyl-triglycin Leu-3-Gly 
Leucyl-tetraglycin Leu-4-Gly 
Leucyl-glycyl-leucin Leu-Gly-Leu 
Dileucyl-glycin 2-Leu-Gly 
Alanyl-diglycin Ala-2-Gly 
Norvalyl-diglycin NVal-2-Gly 
Glutathion -- 
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Aus der Tab. 2 sowie aus den Abb. 6 und 7 leiten sich etwa folgende 
Regeln und Erfahrungen her, mit der Einschrinkung, da sie zunachst 
nur fiir die homologen Glycyl-, Alanyl- und Leucyl-Polyglycyl-Polypep- 
tide gelten mégen: 

. Mit fortlaufender Gliederzahl bei polymer-homologen Reihen steigen 
die Ry-Werte fiir Phenol- und sinken diese fiir Butanol- und PA- 
Entwicklung. Gleichzeitig wird die Ninhydrinreaktion schwicher. 

. Von einer gewissen Gliederzahl ab (vgl. Hexaglycin) bleibt die Sub- 
stanz auf dem Startpunkt sitzen. Dabei tritt im Phenol-Chromato- 
gramm ein groBer Sprung in der Folge der Rg-Werte auf. 

. Peptide aus verschiedenen Aminosiureresten haben Ry-Werte, die 
zwischen denjenigen der freien Aminosiuren liegen. Dabei ist die 
freie Aminogruppe tragende Aminosiure von stirkerem EinfluB. 

. Bei héheren Polypeptiden aus verschiedenartigen Aminosiaure- 
resten tiberschneiden sich die Auswirkungen der Regeln 1 und 3. 

5. Peptide, bei denen ein Glykokollrest die freie Aminogruppe tragt, 
machen nach Anfarben mit Ninhydrin eine Farbentwicklung von 

Gelb nach Violett durch. 


Zusammenfassung 


Das Verhalten von Aminosiuren und Polypeptiden auf dem Pa- 
pierchromatogramm bei Entwicklung mit wassergesiattigtem Phenol, 
wassergesattigtem Butanol und mit einem Gemisch aus 35% Pyridin, 


35% Isoamylalkohol und 30% Wasser wurde untersucht. Es werden 
Ry-Werte tabellarisch angegeben und einige RegelmaBigkeiten aufge- 
zeigt. 


Uber Proteine und deren Abbauprodukte. 
V. Papierchromatographische Trennung der isomeren Leucine * 


Von 
Kurt Heyns und Wolfgang Walter 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. August 1950) 


Uber das Vorkommen von Norvalin und Norleucin als EiweiBbau- 
steine besteht keine endgiiltige Klarheit. Nach wie vor weisen experi- 
mentelle Untersuchungen auf gelegentliche Nachweise unter Verwen- 
dung mehr oder weniger zuverlissiger Methoden hin, waihrend andere 
Versuchsergebnisse im Zusammenhang mit allgemeinen und theoreti- 
schen Erwaigungen dagegen sprechen. Im Rahmen ausgedehnter Unter- 


* TV. Mitteilung: K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 8 [1950]. 
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suchungen iiber eine mdgliche Beteiligung des Norleucins beim Aufbau 
von Proteinen peripherer Nerven, von Riickenmark und Gehirnsubstanz, 
iiber die spiter im Zusammenhang berichtet werden wird, erschien es 
angebracht, papierchromatographische Nachweismethoden wenigstens 
zum qualitativen Nachweis heranzuziehen. 
| Die Frage nach den papierchromatogra- 
phischen Trennungsmethoden der isomeren 
Leucine findet in der Literatur eine unter- 
schiedliche Beantwortung, wobei zunachst 
vor allem an Leucin, Isoleucin und Nor- 
leucin zu denken ist, da fiir das Auftreten 
von Pseudoleucin im biologischen Bereich 
bisher keinerlei Beweise vorliegen. Dent gibt 
beispielsweise in seiner grundlegenden Arbeit 
iiber die Papierchromatographie der Amino- 
siuren und anderer mit Ninhydrin reagieren- 
der Substanzen an, da’ Leucin und Nor- 
leucin sowie Valin und Norvalin durch -Bu- 
tanol-Wasser oder Benzylalkohol-Wasser im 
eindimensionalen Chromatogramm leicht von- 
einander getrennt werden kénnen!. De Ver- 
dier und Agren konnten diese Befunde fiir 
die Trennung von Leucin und Isoleucin nicht 
bestatigen?. 

Wir haben die Trennungsméglichkeiten 
der Homologen des Glykokolls und der zu- 
gehorigen Isomeren systematisch untersucht 
und fanden, da8 mit Butanol bzw. mit Buta- 
& nol/Eisessig wohl «-Aminobuttersiure von 

«-Amino-isobuttersiure sowie Valin von Nor- 








valin getrennt werden konnten, nicht aber 
die isomeren Leucine. Der Grund fiir diese 
Schwierigkeit ist darin zu suchen, daB die 
Aminosiuren bei Verwendung von Butanol 
zur Bildung von sehr lang auseinanderge- 
Abb. 1. Eindimensionales zogenen, ovalen Flecken neigen, die sich 
Chromatogramm mit Pyri- gegenseitig iiberlappen. Daher fiihrt die Ent- 











Pape sce ap peal wicklung in 7-Butanol, trotz relativ groBer 
Byes ay ’  Unterschiede der Ry-Werte in diesem Lé- 
sungsmittel, nicht zu einer Trennung. Die 

Untersuchung von 12 Papiersorten der Firma Schleicher & Schiill fiihrte 
zu dem Ergebnis, daB die Achsenverhiltnisse der elliptischen Amino- 
siiureflecken fiir eine bestimmte Papiersorte charakteristisch sind. Es 


1C. E. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1948]. 
* ©. H. de Verdier, G.Agren, Acta chem. Scand. 2, 783 [1948]. 
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wurden fiir Leucin Achsenverhiltnisse ( a ae ) zwischen 8 und 
waagerechte Achse 

2 gefunden. Die Achsenverhiltnisse sind vom Ry-Wert in der Weise 
abhangig, daB sie beim Fortschreiten zu schneller laufenden Amino- 
siuren hin ansteigen. Das Papier mit dem Achsenverhiltnis 2 fiir Bu- 
tanol (Schleicher & Schiill 602 h:P) zeigte jedoch bei Verwendung von 
Pyridin-Amylalkohol ein Verhiltnis unter 1 (vgl. Abb. 1), daher wurde 
dieses Lésungsmittel zu Trennungsversuchen herangezogen, obgleich 
es schon friiher gepriift und fiir diese Zwecke als ungeeignet befunden 
worden war”; dies erschien erklirlich, da die Differenzen der Ry- 
Werte der isomeren Aminosiuren in Pyridin-Amylalkohol wesentlich 
geringer sind als in Butanol. 

Uberraschenderweise ergab es sich, da8 mit Pyridin-Amylalkohol 
im Gemisch mit Wasser als Lésungsmittel die isomeren Leucine glatt 
getrennt werden kénnen (Abb. 1). Bei den zweidimensionalen Chromato- 
grammen (Abb. 2) sind die Flecken zwar etwas schwicher ausgebildet 
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Abb. 2. Zweidimensionales Chromatogramm. Verteilungsmedien: Butanol- 
Eisessig-Wasser (Bu E) und Pyridin-Amylalkokol-Wasser (PA). 
«-Amb = «-Aminobuttersaure, Val == Valin, NVal = Norvalin, Ps-Leu = Pseudo- 
leucin, iLeu = Isoleucin, Leu = Leucin, NLeu = Norleucin. 


als auf den eindimensionalen Streifen, doch sind die Isomeren durch 
gréBere Abstinde voneinander geschieden. Die Uberlappung der Flecken 
des Leucinschwarmes in der ,,Butanol-Richtung‘‘ kommt auf Abb. 2 
deutlich zum Ausdruck. Trotzdem wurde dieses Lésungsmittel in der 
zweiten Dimension bevorzugt, weil es eine besonders saubere Abtrennung 
des in Pyridin-Amylalkohol mit dem Norvalin zusammenlaufenden 
Phenylalanins gestattet. 

Im Laufe der Untersuchungen zeigte es sich, daB die Faserrichtung 
des Papiers einen wesentlichen Einflu8 auf die Ry-Werte ausiibt. Wenn 


* G. Agren, Tage Nilsson, Acta chem. Scand. 3, 525 [1949]. 
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sich die Lésungsmittelfront quer zur Faserrichtung des Papiers bewegt 
hatte, waren die Rg-Werte 10—25% kleiner als bei einem Chromato- 
gramm, da8 unter sonst gleichen Bedingungen in Faserrichtung ent- 
wickelt worden war. Diese Erscheinung wirkt sich besonders bei zwei- 
dimensionalen Chromatogrammen in der Weise aus, da8 nur dann ver- 
gleichbare Ergebnisse zu erhalten sind, wenn immer das gleiche Lésungs- 
mittel in Richtung der Faser lauft und umgekehrt. 

Die Abbildungen zeigen Versuche mit entsprechend zusammen- 
gesetzten Gemischen aus synthetischen Aminosiiuren; es konnte jedoch 
auch in Caseinhydrolysaten mit zweidimensionalen Chromatogrammen 
Leucin von Isoleucin getrennt werden. Die Aminosiuren wurden durch 
Stickstoffbestimmung auf ihre Reinheit und durch Papierchromato- 
gramme auf ihre Einheitlichkeit gepriift. 

Herstellung der Lésungsmittel: Alle Lésungsmittel mit Ausnahme des 
Eisessigs wurden destilliert. 

n-Butanol Eisessig: 70 Vol.-°/, n-Butanol (Sdp. 115—117°); 7 Vol.-% Eis- 
essig p. a., 23 Vol.-% Wasser. Eine gegebenenfalls auftretende Triibung wird 
durch Zusatz einiger Tropfen Eisessig beseitigt. 

Pyridin-Amylalkohol: 35 Vol.-°% Pyridin (rein, S-frei, Sdp. 115—116° C), 
35 Vol.- Garungsamylalkohol (Sdp. 130—132° C), 30 Vol.-°, Wasser. Bei 
langerem Stehenlassen -farbt sich die Lésung gelb und die Verteilungs- bzw. Trenn- 
wirkung nimmt ab. ~ 

Es wurde nach dem in der ITT. Mitteilung‘ beschriebenen Verfahren in einem 
Kellerraum gearbeitet, der elektrisch beheizt und durch ein Kontaktthermometer 
konstant auf 17°C gehalten wurde. Um Konvektionen in der Kelleratmosphare 
zu vermeiden, wurde die Heizung an den Wanden so angebracht, daB sie 20 cm 
oberhalb der Kammern hing. Die Chromatogramme wurden so lange entwickelt, 
bis die schnellste Aminosiure den unteren Rand erreicht hatte. Das Trocknen der 
Chromatogramme geschah in einem mit Abzug versehenen Trockenschrank bei 
60°C. Nach dem Einspriihen der Bogen mit 0,l-proz. Ninhydrinlésung wurde 
wieder bei 60° C getrocknet, bis sich die ersten Keinipunkte der Flecken zeigten. 
Die vollstandige Ausbildung der Flecken erfolgte unter standiger Beobachtung 
bei Zimmertemperatur. 


4 K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 1 [1950]. 














aA FM BF. bet et et OR oe od oe rR FA oe eth, oid ld Oe tt oO 


nee TO. OUMS. CPD 


hn dt 


ae 

















Bd. 287 (1951) Die Koproporphyrin- und Hamsynthese 19 


Die Koproporphyrin- und Hamsynthese durch Hefe 
und ihre Beeinflussung mit B,-Vitaminen 


Von 
W. Stich und H, Eisgruber 


Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangcn am 19. Oktober 1950) 


Nach den Untersuchungen von H. Fischer und Mitarbeitern! 
enthalt die Hefe neben dem Hamin III auch in geringen Mengen Pro- 
toporphyrin 9 (III) und Koproporphyrin I. Das Hamin, das von der 
Hefe synthetisiert wird und daraus kristallisiert dargestellt werden 
konnte, war identisch mit dem Hiaimin des menschlichen Blutfarbstoffs. 
Bei der Hefeziichtung unter bestimmten Bedingungen wird die Himin- 
III-Synthese zu Gunsten der Bildung von Koproporphyrin I einge- 
schrankt oder direkt verdringt (= Koprohefe). In Form seines Esters 
konnte dabei das Koproporphyrin I kristallisiert isoliert werden. In 
Analogie zur menschlichen Porphyrie wurde dieser Zustand als ,,Kopro- 
porphyrie“ der Hefe bezeichnet. Die Bildung von Koproporphyrin I 
ist nicht etwa auf Eisenmangel zuriickzufiihren, denn Eisenzusatz blieb 
ohne jeglichen Einflu8 und erhdhte sogar noch die Koproporphyrin-I- 
Synthese. Zusammen mit den Befunden von Hamin III (Himoglobin) 
beim gesunden Menschen und von Koproporphyrin I bei kongenitaler 
Porphyrie befestigten diese Beobachtungen an Hefen die Lehre eines 
biologischen Dualismus der Porphyrine I und III. Der Hefe stehen 
grundsatzlich, wie den Menschen, beide Wege zur Verfiigung. Normaler- 
weise fiihrt der Weg zum Hamin III (iiber Protoporphyrin 9 [III)]), 
unter pathologischen Verhaltnissen aber zu Koproporphyrin I. Ein 
Dualismus der Himine oder Haminproteide besteht dagegen nicht, 
da weder unter physiologischen noch pathologischen Verhaltnissen in 
der Natur einschlieBlich des Menschen ein Koprohimin I aufzufinden 
war?, 

Die Versuche von H. Fischer und Mitarbeitern!, die durch ver- 
schiedene Zusatze bei der Koprohefe das Koproporphyrin I zugunsten 
des Haimins III verdringen wollten, fiihrten zu keinem positiven Er- 
gebnis. Im Gegenteil bewirkten Zusitze von Metallsalzen (Ferrosulfat, 
Kupfersulfat, Blei, Arsen, Vanadium) sogar vermehrte Koproporphyrin- 


1H. Fischer u. H. Fink, I. Mitt., diese Z. 140, 57 [1924]; IT. Mitt., 144, 101 
[1925]; IIT. Mitt., 150, 243 [1925]. — H. Fischer u. Hilmer, IV. Mitt., diese 
Z. 158, 167 [1927]. — H. Fischer u. Schwerdtel, 159, 120 [1926]; R. M. Mayer, 
V. Mitt., diese Z. 177, 47 [1928]. — H. Fink u. Weber, Wschr. Brauerei 1928, 478. — 
H. Fink, Biochem. Z. 211, 65 [1929] (dort ges. Literatur). 

? H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Akad. Verl. Ges. Leizig 
1937—1941; O. Schumm, Die spektrochemische Analyse natiirlicher organischer 
Farbstoffe, G. Fischer, Jena 1927. 
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I-Bildung. Bei der Fortziichtung der Koprohefe auf normalem Bier- 
wirze-Naihrboden dagegen konnten H. Fischer und Fink! den 
krankhaften Zustand beseitigen und normales Himochromogenspek- 
trum beobachten. Es war aber damals nicht méglich, die Ur- 
sache fiir die vermehrte Koproporphyrinsynthese, die nach 
Mayer! enzymatischer Natur ist, zu finden. Ebenso war es 
unmdéglich, den Faktor fiir die Hemmung der Kopropor- 
phyrin-Synthese zu isolieren. 

Vergleicht man die Zusammensetzung der zur Porphyrinanreiche- 
rung fiihrenden synthetischen Nahrlésung mit der des Bierwiirze-Nahr- 
bodens, so fallt vor allem der Vitaminreichtum der Bierwiirze, auf den 
schon H. Fischer hingewiesen hatte, ins Auge. Wir haben daher diese 
Untersuchungen wieder aufgenommen und unser besonderes Augen- 
merk auf den EinfluB der Vitamine auf die Porphyrin- und 
Hamsynthese gerichtet. Der Gedanke an eine eventuelle 
Steuerung der Koproporphyrinsynthese durch eines der 
Vitamine, die in Bierwiirze enthalten sind, lag nahe. Ahn- 
liches vermuteten bereits von Euler und Fink* am Schlusse ihrer 
Arbeiten iiber Enzyme, Co-Enzyme und Biokatalysatoren in kopro- 
porphyrinreichen Hefen: 

,»,Hine weitere Aufklarung iiber die Ursachen der Porphyrinbildung erwarten 
wir uns von den Versuchen iiber die Beziehungen zwischen Co-Enzym und Cyto- 
chrom bzw. Koproporphyrin sowie iiber das Verhalten der Wachstumsfaktoren 
und Vitamine bei anaerober Ziichtung in Zuckerlésung.“‘ 

Hierfiir konnte das Vitamin C nicht in Betracht kommen. H. Fi- 
scher setzte bei einigen seiner Versuche mit ,,Koprohefe‘‘, um das 
Wachstum der Zellen zu verbessern, Kokosmilch zu. Trotzdem erhielt 
er eine reichliche Ausbeute an Koproporphyrin I, wahrend Hamin 
nicht nachweisbar war. Nach Ranganathan‘ enthalt Kokosmilch 
2mg/100 g Vitamin C und sonst kein anderes Vitamin. 

Warum wir die Vitamine des B,-Komplexes fiir unsere Versuche 
verwendeten, geht aus nachstehenden Uberlegungen hervor: In der 
menschlichen Pathologie gibt es eine auffallende Ahnlichkeit in der 
Symptomatologie der B,-Avitaminosen und Hypovitaminosen (Aribo- 
flavinose, Sprue, Pellagra), da sie alle mit einer vermehrten Kopropor- 
phyrin-I-Ausscheidung einhergehen. Insbesondere zeigte Vanotti*, daB 
die Koproporphyrinurie ein regelmaéBiges Symptom der experimentellen 
Ariboflavinose darstellt. Umgekehrt findet man bei den Porphyrien, 
welche mit einer stark vermehrten Koproporphyrin-I-Ausscheidung ein- 
hergehen, Erscheinungen, welche an die Symptomatik der B,-Avita- 
minosen denken lassen. Tatsichlich stellte Vanotti® bei Porphyrien 

8 H. von Euler u. H. Fink, I. Mitt., diese Z. 158, 302 [1926]; II. Mitt., 162 
272 [1927]. 

; 8. Ueiigdnbviin: Indian J. med. Res. 23, 239 [1935]. 

5 Vanotti, Klin. Wschr. 1941, 113. 

6 Vanotti, Porphyrine und Porphyrinkrankheiten, Springer, Berlin 1937. 
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und Porphyrinurien rein empirisch fest, daB die Ausscheidung von Ko- 
proporphyrin durch Lactoflavin zuriickging. Koproporphyrin-I-Bildung 
und Lactoflavingehalt beim Menschen verhalten sich sozusagen antago- 
nistisch. Die Beziehungen zwischen Lactoflavin und Porphyrin- bzw. 
Haimsynthese experimentell klarzulegen, war das Ziel unserer Unter- 
suchungen. 

Beriicksichtigung fanden ferner die Kenntnisse iiber die biologische Oxydation 
und Zellatmung. Nach Warburg? stellen die beiden wichtigen B,-Vitamine Lacto 
flavin und Nicotinséiureamid die prosthetischen Gruppen von wasserstoffiiber- 
tragenden Fermenten dar. Dabei stehen die lactoflavinhaltigen gelben Atmungs- 
fermente in engster funktioneller Beziehung mit dem Cytochrom c und dem iibrigen 
Haminsystem der Atmung’. Das Hamin ist in der Hefe in Form von Hamin- 
EiweiBverbindungen, den haiminhaltigen Fermenten der Zellatmung, vorhanden ®, 
Als solche kommen in der Hefe nach Frei? die Cytochrome a, b, c, die Peroxydase, 
die Katalase und die Cytochromoxydase (= Warburgs sauerstoffiibertragendes 
Ferment der Atmung) in Frage. 

Beziiglich der gesamten Versuchsbedingungen und der Methodik 
hielten wir uns an die Vorschriften von H. Fischer und Mitarbeitern. 
Wir verwendeten Reinkulturen von Saccharomyces anamensis", welcher 
sich schon in friiheren Untersuchungen als auB erst widerstandsfahig 
erwiesen hatte. In verschiedenen Versuchsreihen wurde der EinfluB 
von Lactoflavin, Nicotinsiureamid, Pantothenséiure, Lactoflavin mit 
Eisen sowie von B,-Komplex (Aneurin, Lactoflavin, Nicotinsiureamid, 
Adermin und Pantothenséure) im Vergleich zu Koprohefe untersucht. 
Das Wachstum war befriedigend, am besten bei den Kulturen mit Vita- 
minzusaétzen und hier wiederum am starksten bei kombinierten Lacto- 
flavin-Eisen-Zusatz. Mischinfektionen konnten vermieden werden. Bei 
der Girung wurden die Niahrlésungen jeweils sauer bis zu einem pq 
von 4. 

Besonders eingehend wurde der Porphyrin- und Himingehalt der 
Hefen untersucht. Alle Einzelheiten der Methodik finden sich im Ver- 
suchsteil. 

Koprohefe bildete und enthielt nur Koproporphyrin I. Mit Hilfe 
der Fluoreszenzintensitats-Messung nach Extraktion mit Eisessig-Ather- 
Salzsiure wurde ein Gehalt von 297,6 mg/kg Hefe (feucht) festgestellt, 
wahrend auf spektrophotometrischem Wege nach der Pyridinextrak- 
tion ein Wert von 206 mg/kg Hefe bestimmt werden konnte. Beim, 
Vergleich mit der untersuchten Léwenbriuhefe (19,6 mg/kg Hefe) 
steigt also der Koproporphyringehalt um das 10—15-fache an. Der 


7 Warburg, Die wasserstoffiibertragenden Fermente, Saenger Berlin 1948 
(dort Literatur). 

8 Warburg, Schwermetalle als Wirkungsgruppen von Fermenten, Saenger, 
Berlin 1946. 

® y. Euler, diese Z. 177, 49 [1928]; Keilin, Ergebn. Enzymforsch. 2, 239 
[1933]; Zeile, Ergebn. Physiol. 55, 498 [1933]. 

10 Frei, Biochem. Z. 274, 253 [1934]; Zbl. Bakteriol. 134, 26 [1934]. 

11 Fiir die freundliche Uberlassung sei Hrn. Prof. Dr. Trautwein (Myko- 
logisches Institut d. T. H.) auch an dieser Stelle vielmals gedankt. 
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betrachtliche Unterschied der beiden Werte kann nicht in diesem Aus- 
maB von der fir Porphyrinbestimmungen unempfindlicheren spektro- 
photometrischen Methode abhangen. Bereits H. Fink! wies darauf hin, 
daB selbst bei véllig gleichen Versuchsbedingungen die Porphyrinwerte 
der Hefe erheblich schwanken. Eine weitere Fehlerquelle liegt vielleicht 
in der durch den verschiedenen Wassergehalt der Hefen bedingten 
fehlerhaften Gewichtsbestimmung. Hiamin konnte weder spektros- 
kopisch noch spektrophotometrisch nachgewiesen werden. Da bei gleicher 
Menge Koproporphyrin und Haimochromogen in einer Lésung der Wert 
fiir Hamochromogen bei der spektrophotometrischen Bestimmungen 
um 3,8% zu tief ausfalit, konnten natiirlich minimale Hiamochromogen- 
mengen, die im Bereich dieser Fehlergrenze liegen, nicht erfaBt werden. 
Bei der Koprohefe wurde also die Himinsynthese ganz 
oder nahezu ganz reduziert, wahrend gleichzeitig die 
Synthese von KoproporphyrinI um das 10—15-fache der 
Norm gesteigert war. 

In der Reinkultur mit Zusatz von Nicotinsiureamid 
(1:5000) lieBen sich mit der Fluoreszenzintensitaéts-Messung 105 mg 
Koproporphyrin I pro kg Hefe ermitteln. Durch den Zusatz von Nicotin- 
siureamid war es also zu einer gewissen Hemmung der Koproporphyrin- 
synthese gekommen: 

Die Reinkultur mit Zusatz von Pantothensdure 
(1:20000) fiihrte zu einem erstaunlichen Ergebnis. Schon bei der Ex- 
traktion der geernteten Hefe mit Eisessig-Ather-Salzsiure war erst 
nach der 3. Extraktion das Porphyrin eluiert. Die fluoreszenzelektro- 
kolorimetrische Messung ergab die gewaltige Koproporphyrin-I-Menge 
von 1616 mg/kg Hefe. Die mikroskopische Untersuchung ergab keinerlei 
Avhaltspunkt fiir eine Infektion, so daB die Méglichkeit der erhéhten 
Porphyrinproduktion durch einen Bakteriensynergismus ausscheidet. 

Bei den Reinkulturen mit Zusatz von Lactoflavin 
(1:500000) konnte mit der Fluoreszenzmethode, welche wohl 
den feinsten Porphyrinnachweis darstellt, weder im Eis- 
essig-Ather-Extrakt noch im Salzsiure-Extrakt eine Spur 
von Porphyrin durch Rotfluoreszenz nachgewiesen wer- 
den. In einem weiteren Zuchtversuch mit demselben Zusatz von 
Lactoflavin (1:500000) wurde zur Kontrolle zwecks gemeinsamer Ko- 
proporphyrin- und Haminbestimmung mit Pyridin extrahiert. Auch 
hier fehlte spektroskopisch und spektrophotometrisch jeg- 
liche Spur von Koproporphyrin oder sonst einem Por- 
phyrin. Dagegen lag der Himingehalt mit 57 mg/kg Hefe 
aber um das 5-fache héher als die von Fink! und anderen 
Autoren gefundenen Himinwerte bei Normalhefen. Es war 
mit diesem Versuch zum erstenmal gelungen, mit einem Vitamin wirk- 
sam in die biologische Porphyrin- und Hiimsynthese einzugreifen. 
Daraus konnte bereits der SchluB gezogen werden, daB das Lactoflavin 
den Dualismus der Porphyrine Typ I und III in der Weise bestimmt, 








Bd. 287 (1951) Die Koprophorpyrin- und Hamsynthese 23 


daB unter seinem EinfluB die Reihe III bei gleichzeitiger Hemmung der 
Porphyrin-I-Synthese gebildet wird. Bei Anwesenheit von ausreichend 
Lactoflavin entsteht das Hamin III (iiber Protoporphyrin 9 [III}), 
welches wohl als Baustein fiir die biologischen Haminproteide ver- 
wendet wird. Bei Mangel an Lactoflavin entsteht dagegen Typ I der 
Porphyrine in Form von Koproporphyrin I. Ein Koprohaemin I wurde 
nicht gebildet, obwohl reichlich Koproporphyrin I vorhanden war. 

Ein genauerer Einblick in den Mechanismus der Hiaiminsynthese 
konnte durch eine Reinkultur mit Zusatz von Lactoflavin 
(1:500000) und Ferroacetat (1:5000) gewonnen werden. Durch 
diesen Versuch mit der ermittelten Himinmenge von 177 mg/kg Hefe, 
was gegeniiber den Normalhefen eine Steigerung um das 
15-fache bedeutet, konnte gezeigt werden, daB das Lactoflavin in 
die Bildung des Hamins III irgendwie kalalytisch eingreifen muB. 
Dabei wird wohl nicht nur die Porphyrin-III-Bildung, sondern zugleich 
die Eiseneinlagerung in dasselbe begiinstigt. Die berechneten Hamin- 
werte sind bei Hefeextrakten, wie schon A. Treibs?” betont, wegen der 
vorhandenen Grundabsorption, die von den Zufalligkeiten des Wasch- 
prozesses, der Temperatur usw. abhingig ist, kritisch zu betrachten. 
Da in beiden Versuchen die Extinktionskurven stark nach Violett an- 
steigen, ist wahrscheinlich noch mit einer héheren Haimin-Konzen- 
tration zu rechnen. Koproporphyrin oder sonst ein Porphyrin konnten 
dabei nicht nachgewiesen werden. 

Wiahrend in friiheren Versuchen der Zusatz von Ferrosalzen die 
Koproporphyrinbildung ohne Beeinflussung der Hamin-III-Bildung 
vermehrte, konnte also hier durch gleichzeitige Anwesenheit von Lacto- 
flavin die Hamin-III-Synthese wieder in Gang gesetzt werden, und 
zwar in enorm gesteigertem Mafe, wihrend die Porphyrin-I-Bildung 
unterblieb. Das Lactoflavin muB demnach fiir die Eisenver- 
wertung von groBer Bedeutung sein. Eisen kann ohne die Mit- 
wirkung des Lactoflavins nicht als Baustein des Hamins fungieren. 

Die Hefe, welche in Vitamin-B-Komplex enthaltender 
Naéhrlésung geziichtet wurde, wies einen Haimingehalt 0,64 mg/kg 
Hefe auf. Dieser Wert liegt im Vergleich zu denen der Lactoflavinver- 
suche niedrig. Es muB bei der niedrigen Himinkonzentration auf einen 
Hemmstoff im Vitamin-B-Komplex geschlossen werden. Auf Grund der 
vorherigen Versuche kommt dafiir wohl am ehesten die Pantothensaure 
in Frage. Koproporphyrin konnte weder spektroskopisch, noch spektro- 
photometrisch nachgewiesen werden. 

In einem Kontrollversuch mit Léwenbrauhefe wurden 
mittels Pyridin-Extraktion und Spektralphotometrie 2,26 mg Hamin 
und 19,6 mg Koproporphyrin I pro kg Hefe gefunden. 

Es sei an dieser Stelle kurz zu den Normalwerten von Hamin und Porphyrinen 
in Hefen Stellung genommen. Von H. Fischer und Mitarbeitern*, v. Euler™ 


12 A. Treibs, diese Z. 168, 68 [1927]. 
18 y, Ruler, diese Z. 162, 264 [1926]. 
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sowie Schumm? wurden Werte angegeben, welche zwar fiir die einzelnenHefe- 
rassen von einander abweichen, aber gréBenordnungsmaBig recht gut iiberein- 
stimmen. Mayer? gibt als Durchschnittswerte fiir untergairige Lowenbrauhefen 
auf Grund zahlreicher Untersuchungen 5—7 mg Hiimin/kg Hefe, maximal aber 
10 mg an. Nur ganz ausnahmsweise fand er héhere Werte bis 17 mg Hefe, in einem 
Fall sogar 51 mg Hamin/kg Hefe. Gleichzeitig konnte er aber nachweisen, dab 
diese Steigerung des Hamins auf das Zugrundegehen vieler Hefezellen zuriick- 
zufiihren war, wobei das in Freiheit gesetzte Himin von den lebenden Hefe- 
zellen aufgenommen wurde, also der Haimingehalt nur scheinbar erhéht war. 
Schumm gibt an, daB der Hamochromogengehalt der von ihm gepriiften Hefen 
ungefahr dem einer 0,l-proz. Blutlésung entsprach. Somit wiirde fiir 1 kg 
Hefe ein Hamingehalt von etwa 5,6 mg anzusetzen sein. Fiir Stockholmer Unter- 
hefe gibt v. Euler einen normalen Koproporphyringehalt von nur 1,1 mg pro 
500 g Hefe an. Auch in Léwenbrauhefen konnte Mayer Koproporphyrin nur in 
Spuren nachweisen. Saccharomyces anamensis scheint normalerweise einen etwas 
héheren Koproporphyringehalt zu haben. H. Fischer* konnte aus 142g einer 
Reinkultur kristallisierten Methylester isolieren. 

In unseren Versuchen konnte bestitigt werden, daB bei der Hefe 
fiir Porphyrine zwei Synthesewege bestehen. Die normale Hefe bildet 
und enthalt vorwiegend Haimin III neben minimalen Mengen von 
Koproporphyrin I. Die Bildung des Himins III mu8 iiber Protopor- 
phyrin 9 (III) angenommen werden. Bei den Fortziichtungsversuchen 
auf vitaminarmen Nahrbéden kommt es zur Koproporphyrie der Hefe. 
Die Koprohefe biidet und enthalt stark vermehrt das Koproporphyrin I, 
wahrend die Synthese von Haimin III ganz oder nahezu ganz reduziert 
war. Der Gehalt von Koproporphyrin I war 10—15-fach gegeniiber den 
Normalwerten erhoht. 

Diese Erscheinung wird wohl durch eine Umstellung des Stoff- 
wechsels der Hefe verursacht. Am naheliegendsten ist eine Veranderung 
der Zellatmung. Durch die schlechten Nahrsubstratbedingungen und 
die Zuckerlésung wird der aerobe Stoffwechsel der Hefe anaerob. Damit 
sind sicher bedeutende enzymatische Umstellungen verbunden. Nach 
H. v. Euler*® wird die Garung der Unterhefe durch Sauerstoff wenig 
beschleunigt, wahrend bei der Oberhefe die Atmung verhialtnismaBig 
stark hervortritt. Auch das Cytochromspektrum ist als Zeichen der O,- 
Atmung in Oberhefen wesentlich deutlicher. Die Umstellung von 
normaler Hefe auf Koprohefe ist funktionell im wesent- 
lichen eine Verinderung von Atmung zu Girung. Damit 
ist ein Absinken der Haiminproduktion und ein Anstieg 
der Koproporphyrin-I-Bildung verbunden. Wir méchten daraus 
folgern, daB zwischen Kohlenhydratstoffwechsel bei der Garung und 
erhéhter Porphyrin-I-Synthese enge Beziehungen bestehen. 

Nachdem es durch friihere Untersuchungen schon gelungen war, 
Koprohefe auf natiirlichen Bierwiirzenihrbéden wieder zu_,,normali- 
sieren“, stellten wir zunachst die Hypothese auf, daB in der Bierwiirze 
Stoffe sein miiBten, welche die Porphyrin-I-Bildung bei gleichzeitiger 
Foérderung der Hiamin-III-Bildung (iiber Porphyrin IIT) hemmen 
miiBten. Im Lactoflavin konnte von uns tatsichlich ein solcher Stoff 
gefunden werden, der bei ausreichender Anwesenheit zum vélligen Ver- 
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schwinden der Koproporphyrin-I-Bildung und zur 5—6-fachen Stei- 
gerung der Hamin-III-Bildung fihrt. Wahrend Eisensalze allein zu 
einer vermehrten Koproporphyrinbildung fiihren, zeigt sich bei kom- 
binierter Anwesenheit von Lactoflavin und Ferrosalz eine enorme Stei- 
gerung der Himin-III-Synthese bis zum 15-fachen der Norm. Wir 
folgern daraus, daB das Lactoflavin bei der Porphyrin- und 
Haimsynthese eine regulierende und katalytische Rolle, 
entweder direkt oder indirekt tiber die Zellatmung, spielt. 
Das Lactoflavin férdert die Bildung des Himins III (wohl 
iiber Protoporphyrin 9 [III]) und hemmt die Fehlsynthese 
von Koproporphyrin I. Die férdernde Wirkung auf die Bil- 
dung von Hamin III erstreckt sich nicht nur auf die 
Steuerung der Porphyrinsynthese Richtung Typ III, son- 
dern auch auf die Eiseneinlagerung in dasselbe zum Him. 
Dieses wiederum diirfte die Vorstufe der biologischen Haminproteide 
(Cytochrome, Peroxydase, Katalase), welche die Funktionstrager der 
O,-Atmung darstellen, bilden. Auch das Nicotinsiureamid bewirkte 
eine méBige Hemmung der Porphyrin-I-Bildung, wahrend diese durch 
Pantothensiure um das 50-fache gesteigert wurde. 

Der biologische Dualismus der Porphyrine vom TypI 
und III wiirde nach unseren Ergebnissen im wesentlichen 
vom Lactoflavin bestimmt. 

Unsere Versuche deuten weiter darauf hin, daB es sich bei der Bil- 
dung von Porphyrin I und Porphyrin III (Hamin IIT) um einen gleich- 
sinnigen SyntheseprozeB handeln diirfte, wobei unter physiologischen 
Verhiltnissen das Koproporphyrin I als Nebenprodukt der Synthese des 
biologisch bedeutsamen Hamin III (Porphyrin III) entstehen wiirde. 
Die vermehrte Bildung von KoproporphyrinI bei gleichzeitiger Re- 
duktion der Himin-III-Bildung ist als pathologischer Vorgang aufzu- 
fassen, dessen Ursache letzten Endes in der Umstellung der enzyma- 
tischen Systeme von oxydativen Atmungsstoffwechsel auf Garungs- 
stoffwechsel zu erblicken wire. Es kame darin die enge Verbindung von 
Zellatmung bzw. Girung und Porphyrin- sowie Haimsynthese zum 
Ausdruck. 


Wir danken Hrn. Prof. Dr. Bingold, Direktor der I. Med. Univ. Klinik, fiir 
die stetige Férderung unserer Untersuchungen. 


Beschreibung der Versuche 


A. Arbeitsmethoden 
1. Hefeziichtung™ 
Die verwendeten Reinkulturen von Saccharomyces anamensis" (auf Wiirze- 
Agar geziichtet) waren jeweils iiber 1/, Jahr weiter geziichtet worden, was 4 Gene- 
rationen entsprach. 


14 Simtliche Hefe-Reinkulturen wurden von uns am Garungsphysiologischen 
Institut der Brauerei-Hochschule Weihenstephan (Technische Hochschule Miin- 
chen) durchgefiihrt. Wir sind dafiir Hrn. Prof. Dr. Weinfurtner sehr zu Dank 
verpflichtet. 
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Die porphyrin- und vitaminfreie Nahrlésung wies folgende Zusammensetzung 

auf: 
1000 ccm abgekochtes, 2-mal filtriertes Weihenstephaner Leitungswasser, 
100g =‘ Rohrzucker (nach erfolgter Lésung nochmalige Filtration), 
lg  Harnstoff, 
1g sek. Kaliumphosphat, 
0,5g Magnesiumsulfat. 

Diese Stammlésung wurde konstant 3-mal im Dampftopf je 1/, Stde. sterili- 
siert. Nach der Sterilisation setzte sich regelmiBig ein Phosphatniederschlag ab, 
der sich wirend der Garung durch die reichliche Saurebildung wieder léste. 

Als ZiichtungsgefaBe dienten die sog. ,,[mpfstutzen‘‘, das sind Stehkolben, 
mit seitlichem Ansatz, die ein steriles Arbeiten gewihrleisten. Am Schlusse einer 
Versuchsreihe standen nur gewohnliche 10-/-Stehkolben zur Verfiigung. Die Vita- 
mine wurden durch den seitlichen Ansatz mittels steriler Injektionsspritze ein- 
geimpft. Die Brauchbarkeit dieser Methode bezeugten die biologisch reinen Kul- 
turen. Diese standen anfanglich im stark gedimpften Tageslicht bei einer Zimmer- 
temperatur von 18°C. Da diese Durchschnittstemperatur nicht standig bei- 
behalten werden konnte und das Arbeiten mit Lactoflavin LichtabschluB erforderte, 
wurden die Kolben bald nach Versuchsbeginn in einen Thermostaten bei 25° C 
gestellt. Taglich wurde 2-mal umgeschiittelt, um gleiche Wachstumsbedingungen 
fiir alle Hefezellen zu schaffen. Von einer Liiftung der Kulturen wurde wegen 
friiherer ungiinstiger Resultate abgesehen. Durch laufende mikroskopische Unter- 
suchungen wurde biologische Reinheit, Wachstum und Zellform kontrolliert. Die 
Zahl der toten Zeljen wurde in der Zihlkammer von Thoma-ZeiB nach vorheriger 
Farbung mit Methylblaulésung (1:10000) bestimmt. Eine Trockengewichts- 
bestimmung wurde mit einem Teil der Hefeausbeute der ersten Versuchsreihe 
durchgefiihrt, es wurde jedoch spater darauf verzichtet, da vergleichende Ver- 
suche lehrten, daB das Fluoreszenzvermégen darunter leidet. Die Hefe wurde dann 
nur mehr bis zum Rissigwerden abgenutscht. Hierin liegt natiirlich eine durch den 
verschiedenen Wassergehalt der Hefe bedingte Fehlerquelle in der Gewichts- 
bestimmung (maximal etwa 10%). 


2. Bestimmung der Porphyrinkonzentration durch Fluoreszenz- 
intensitatsmessung mit dem Langeschen Fluoreszenz-Elektro- 
kolorimeter® 


Alle bekannten Porphyrine werden durch kurzwelliges Licht zum Fluoreszieren 
erregt; im UV-Licht zeigen sie eine prachtige Rotfluoreszenz. Porphyrine in der 
enormen Verdiinnung von 1:500000 sind auf diese Weise noch gut zu erkennen, 
wiahrend absorptionsspektroskopisch bei diesen kleinsten Porphyrinmengen langst 
kein Nachweis mehr zu fiihren ist. 


a) Extraktion der Porphyrine 


Bei den Versuchen I—IV, bei denen lediglich die Beeinflussung der Kopro- 
porphyrin-Synthese verfolgt wurde, extrahierten wir nach der Eisessig-Ather- 
methode von H. Fischer?. 

Ausfiihrung: Eine genau abgewogene Menge Frischhefe wird in dem dop- 
pelten Volumen Eisessig durch Zerdriicken suspendiert. Dann gibt man langsam 
das doppelte Volumen Ather hinzu, wodurch das atherlésliche Porphyrin aus- 
gezogen wird. Darauf saugt man auf der Nutsche ab. Dies wiederholt man so lange, 
bis der letzte Auszug keine Rotfluorenszenz im UV-Licht mehr zeigt. Das Kisessig- 
Ather-Filtrat wird im Scheidetrichter mit kleinen Mengen dest. Wasser saurefrei 
gewaschen, wobei wegen der Gefahr der Emulsionsbildung nicht unnétig geschiittelt 


15 Fiir die wertvolle Férderung unserer optischen Messungen sind wir Hrn. 
Prof. Dr. Scheibe (Physikal.-chem. Institut der Techn. Hochschule Miinchen) 
zu groBem Dank verpflichtet. 
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werden darf. Die Tendenz zur Emulsionsbildung war vor allem bei den Versuchen 
mit Vitaminzusatz durch Warme wesentlich geférdert. Das Waschwasser wurde 
regelmaBig im UV-Licht auf Rotfluoreszenz gepriift, waren noch Porphyrine nach- 
weisbar, wurde auch das Waschwasser mit Ather ausgezogen. Bei Lackmusneutra- 
litat wird mit 5-proz. genau titrierter Salzsiure ausgeschiittelt, bis im letzten Aus- 
zug keine Rotfluoreszenz mehr nachweisbar ist. Die verunreinigten HCl-Ausziige 
werden zwecks Reinigung mehrmals mit Essigather ausgeschiittelt. Vor allem 
werden auf diese Weise Beimengungen von stérenden Farbstoffen entfernt. Um 
die letzten Atherreste, die noch in der Salzsaure enthalten sind zu entfernen, er- 
hitzt man im Wasserbad auf 60°C. 


b) Herstellung der Fluoreszenzstandarde 


Der Standard wurde mit Hilfe von synthet. Koproporphyrin-I-tetramethyl- 
ester 16 (Schmzp. 247,53) hergestellt. Der Ester wurde auf das freie Koproporphyrin 
umgerechnet (Mol.-Gewicht des freien Koproporphyrins = 654,35; das des Kopro- 
esters = 710,39). Um eine vollstandige Auflésung des Esters zu erreichen, wurde 
dieser vorher 1 Stde. in konz. Salzsaure gelést, nach vollstandiger Auflésung wurde 
die konz. Salzsiure mit dest. Wasser auf eine 5-proz. verdiinnt. Die dazu benétigten 
Mengen von Salzsaéure bzw. aqua dest. wurden vorher durch Titration bestimmt. 

Fir den Fluoreszenz-Standard wurde eine 1 mg-proz. Stammlésung hergestellt. 
Bei héher konzentrierten Lésungen besteht die Gefahr, daB das Koproporphyrin 
als Chlorhydrat teilweise ausfallt. Von der 1 mg-proz. Lésung ausgehend, wurden 
Verdiinnungen mit genau titrierter 5-proz. Salzsiure in Abstinden von jeweils 
50 y% bis zu 10 y% hinunter hergestellt. Jeder Wert wurde 4-mal abgelesen und 
der daraus berechnete Mittelwert in die Eichkurve eingetragen. 
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Abb. 1. Eichkurve zur Bestimmung von Koproporphyrin mit dem Fluoreszenz- 
Elektrokolorimeter. 


Es zeigte sich, daB mit dem Fluoreszenz-Elektrokolorimeter nach B. Lange 
nur Konzentrationen zwischen 500 y% und 50% genau zu bestimmen sind. Die 
Werte iiber 500 y% lagen auBerhalb der vom Lambert-Beerschen Gesetz ge- 
forderten Geraden. Die Werte unter 50 y% konnten nicht verwertet werden, da 
bei dem verwendeten Gerat der Drossler fehlte. Fiir die durchgefiihrten Porphyrin- 
messungen erwies sich allerdings dieser MeBbereich als véllig ausreichend. 


c) Messung der Fluoreszenzintensitat 


Die Gesichtspunkte, die bei jeder fluorometrischen Messung beachtet werden 
miissen, erfahren bei der lichtelektrischen Fluoreszenzmessung noch eine betracht- 
liche Erweiterung. 

Bei jeder fluorometrischen Messung ist auf die Erfiillung des Lambert- 
Beerschen Gesetzes, auf Temperatureinfliisse sowie auf physikalisch-chemische 


16 Fiir die freundliche Uberlassung von synthetischem Koproporphyrin I 
haben wir Hrn. Prof. Dr. Siedel (Frankfurt-Héchst) zu danken. 
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Eigenschaften des Lésungsmittels zu achten. Die Fluoreszenzintensitét geht nur 
bei sehr groBen Verdiinnungen der Konzentration parallel. Bei Uberschreitung 
der ,,kritischen Konzentration“ erreicht sie ein Maximum und sinkt dann infolge 
der Reabsorption des Fluoreszenzlichts zunachst langsam, dann immer rascher ab. 
Die dem Beerschen Gesetz analoge einfachste Annahme, daB die Fluoreszenz- 
intensitét der Konzentration proportional ist, ist also nur bei auBerst verdiinnten 
Lésungen erlaubt. Diese Voraussetzungen erwiesen sich bei den Messungen der 
Koproporphyrinlésungen in keinem Falle hindernd. Die Strahlungsquelle konnte 
durch AnschluB an ein stabiles Netz konstant gehalten werden. Alle Messungen 
wurden in derselben 8-mm-Glaskiivette durchgefiihrt. Bei Messungen héherer 
Porphyrinkonzentrationen, bei denen die Proportionalitét mit der Fluoreszenz- 
intensitét nicht mehr gegeben war, wurde die Lésung soweit verdiinnt, bis die 
Lumineszenz in den Bereich des linearen Anstiegs fiel. Temperatureinfliisse kamen 
bei dem Lange-Gerat nicht in Frage. Alle Fehlerquellen durch Lésungsmittel und 
Py wurden dadurch ausgeschaltet, daB stets genau titrierte 5-proz. Salzsiure Ver- 
wendung fand. Verunreinigungen durch Fremdkérper waren bei dem oben an- 
gefiihrten Reinigungsverfahren so gut wie unméglich. Standardnebenfluoreszenzen 
durch Lésungsmittel oder Glaskiivette wurden durch analoge Anordnung bei Her- 
stellung der Eichkurve und Messung der Versuche ausgeschaitet. 

Lichtelektrische Methoden setzen ganz besonders genaue Messungen voraus, 
bieten aber gegeniiber den visuellen die Vorteile, da subjektive Fehler durch das 
Anwenden einer Eichkurve kompensiert werden. Um die Bedingungen der Konstanz 
der Lichtquelle und der Proportionalitét zwischen Beleuchtungsstarke und Photo- 
strom zu erfiillen,: wurde vor jeder Messung die 0-Einstellung kontrolliert und 
auBerdem mittels eines fluoreszierenden Glasstandards evtl. vorhandene Strom- 
schwankungen registriert. Bei den Messungen wurde jeweils der Mittelwert von 
vier Ablesungen bestimmt. Fehler von Seiten der Beleuchtungsdichte wurden 
durch eine genaue Definition des geometrischen Strahlengangs ausgeschaltet. Wie 
sich schon bei der Aufstellung der Eichkurve zeigte, erreicht bei der Selenzelle 
der Photostrom erst nach einer Vorbelichtung von 30 Min. seinen vollen konstanten 
Wert. Der AuBenwiderstand wurde sehr klein gewahlt. 

Wie aus vergleichenden Messungen hervorging, konnten bei exakter Einhal- 
tung der angefiihrten Me8bedingungen absolut quantitative Werte von hohem 
Genauigkeitsgrad erzielt werden. 


3. Spektrometrische Konzentrationsbestimmung von Kopropor- 
phyrin und Haemin nach Treibs™ 


Die benutzte Methode gestattet es, Koproporphyrin und Hamin in Form 
von Hamochromogen in einer Lésung zu bestimmen. Um gute Werte zu erzielen, 
bedarf es jedoch groBer Ubung. Durch zahlreiche Versuche mit kauflicher Hefe 
konnte allmahlich die nétige Sicherheit und erforderliche Schnelligkeit im Arbeiten 
erreicht werden. Die Messungen wurden mit dem Spektralphotometer (Kénig- 
Martens)?” durchgefihrt. 


a) Extraktion und Messung 


In der Regel wurden 10 g gut trocken gesaugte Hefe mit 70 ccm eisgekiihltem 
(wegen der Lésungswaérme mit Wasser) Pyridin iibergossen. Pyridin ist das allein 
in Betracht kommende Lésungsmittel fiir Hamin in Hefe, wobei der Stickstoff 
des Pyridins bei der Bildung von Hamochromogen eine ausschlaggebende Rolle 
spielt. Durch Zerdriicken und schnelles Umriihren wurde die Hefe vollkommen 
suspendiert, dann zweimal iiber Barytfilter abgesaugt. Der ganze Vorgang bean- 
spruchte nicht mehr als 5 Min. Da Hefeextrakte mit kauflichem Pyridin nach 
10 Min. kein Spektrum mehr erkennen lassen, wurde alles Pyridin nach Treibs 


17 Hrn. Dr. Dickel danken wir fiir die freundliche Zurverfiigungstellung des 
Spektralphotometers des Physikal.-chem. Univ.-Instituts. 
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vorbehandelt. Pyridin wurde mit einer nicht zu konzentrierten Chromtrioxyd- 
losung auf einer elektrischen Platte erwirmt. Konzentriert man die Chromtrioxyd- 
losung zu stark, so tritt heftige Verpuffung auf. Dann 14Bt man die Lésung einige 
Stunden iiber Kaliumhydroxyd stehen und destilliert schlieBlich im Vakuum 
(Sdp. 115,5°) tiber KOH ab. So vorbehandeltes Pyridin 148t das Spektrum von 
Hefeextrakten ungefahr 1/, Stde. unveraindert. Gebrauchtes Pyridin kann nach 
dieser Reinigung wieder verwendet werden. Nach der Messung am Gitterspek- 
troskop kamen die Extrakte sofort vor das Spektralphotometer, wobei zuerst das 
fiir die quantitative Messung in Betracht kommende Maximum (557 mu) und 
Minimum (542 my) gemessen wurde. Daraufhin wurden die iibrigen Werte fiir die 
Extinktionskurve ermittelt. Da bereits nach einer !/, Stde. der Streifen bei 557 mu 
abzublassen beginnt, darf die gesamte Messung 30 Min. nicht iibersteigen. Nach 
2 Stdn. war das Spektrum vollkommen verschwunden. Vor Beginn der Messungen 
wurde die Wellenlingenskala nochmals geeicht, da die Skaleneichung im Lauf 
der Zeit verinderlich ist. Als Lichtquelle diente eine allseitig abgeblendete Gliih- 
lampe. Die Spalte wurde so eingestellt, daB bei 4557 im Bereich von 4,5 mm ge- 
messen wurde. Der Objektspalt wurde auf 0,05 mm gestellt. Bei der Messung 
sehr dunkler Maxima und im blauen Spektralteil wurde die Spaltbreite etwas 
vergroBert. Als MeBgefaiBe dienten verschraubbare Glastrége mit einer Schicht- 
dicke von 10cm, die stets zu der gleichen Orientierung am Apparat angeordnet 
waren. Die fiir die Konzentrationsmessung in Betracht kommenden Maxima und 
Minima wurden mit je drei Ablesungen in 4 Quadranten bestimmt. Bei der Ab- 
lesung der fiir die Extinktionskurve bendtigten iibrigen Werte war wegen der 
erforderlichen MeB-Schnelligkeit eine Beschrankung auf 2 Quadranten notig. 


b) Konzentrationsbestimmung?* 


Mit der Festlegung eines Maximums und Minimums ist die Berechnung der 
Extinktionsmoduln (dekadische), Em, sowie deren Differenz (~m—EHm’) gegeben. 
Die Bestimmung der Extinktion setzt sich beim Spektralphotometer aus 24 Ab- 
lesungen zusammen, wobei die Halfte bei vertauschten Kiivetten vorgenommen 
wird. Man gelangt so zu dem fiir die Berechnung der Extinktionsmoduln bendtigten 
Winkel, denn 

_ logtgx, — logtga, 1 Jo 
Em = d “2 log . 
GemaB der Formel 
oa Em — Em’ (d = Schichtdicke im cm) 
ones) (c = Konzentration in g/l) 
ist nach der Bestimmung der Konstante K die Konzentrationsbestimmung mdg- 


lich. Die Konstante K wird als ,,Himochromogenfaktor“ (Hchr. F) bzw. als 
,,Koproporphyrinfaktor’ (K. F) bezeichnet und errechnet sich nach der Formel 


K=— 0 (Absorptionskoeffizient c= ..* log “4 ae em‘) : 
c-d Jo 


&max — Omin 


Vorausgesetzt ist natiirlich die Erfiillung des Beerschen Gesetzes fiir Hamochro- 
mogen bzw. Koproporphyrin in Hamochromogen, was Treibs in seiner Arbeit 
bewiesen hat (Hamin selbst erfiillt das Gesetz nicht). Die Absorptionskoeffizienten 
ergeben sich nach folgenden Uberlegungen: 


18 Die Symbole der bei Treibs'? gegebenen Ableitung sind entspr. der heute 
in der Literatur gebrauchlichen Bezeichnungsweise gedindert worden, die Kon- 
zentration wird in der vorliegenden Arbeit zu c = g/l angegeben, anstatt g/ccm 
bei Treibs. 
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Emmax 
A&max = - war 3; Emmax = ¢* &max (I) 


Emmin 
PONE ss went, Emin = ¢+ &min (IT) 


Emax — Emmin =C: (amax = min) (III) 
oa tae Emmin ’ (IV) 


c = gesuchte Konzentration, also g/l-om:x und «min sind die nach Gl. I und IT mit 
bekannter Konzentration und gemessenen Extinktionen errechneten Absorptions- 
koeffizienten fiir Maximum und Minimum der jeweils ausgewahlten Absorptions - 
bande. Nach GI. I und II hat Treibs die Absorptionskoeffizienten fiir Hydrazin- 
Hamochromogen sowie fiir Koproporphyrin in Pyridin durch zahlreiche ver- 
gleichende Messungen ermittelt. Danach betragt der ,,Hamochromogenfaktor“‘ 
(Hchr. F) berechnet aus den Absorptionskoeffizienten bei 557 my (axmax) und 
542 mu (amin): K = 34,6, der ,,Koproporphyrinfaktor“ (K.F), berechnet aus 
max bei 622 my und Omin bei 605 my: K = 4,6. 

Die Ubernahme der beiden Faktoren konnte erst nach Uberpriifung einiger 
Voraussetzungen geschehen. 

1. Es muBten eventuelle Differenzen zwischen den spektroskopisch und spektro- 
photometrisch ermittelten Maxima bzw. Minima, wie das bei fehlerhafter 
oder veranderter Skaleneichung der Fall ist, durch Stellung von Extinktions- 
kurven ausgeschlossen werden. 

Uberzeugten wir uns von der Anwendbarkeit der beiden Faktoren auch in 

unserem Fall, indem wir nach Ermittlung der Extinktionskoeffizienten von 

bekannten Konzentrationen, diese mit Hilfe der Faktoren riickwarts be- 
rechneten. 

Die Hamochromogenlésung stellten wir aus Haminlésung durch Zusatz 
von Hydrazin her. Die Zugabe erfolgte so lange, bis der Wert bei 557 mu konstant 
wurde. Erst nach zahlreichen vergeblichen Versuchen gelang es, die richtige Hy- 
drazinmenge auszufinden. Bei Verwendung von zu viel Hydrazin verschwindet das 
Spektrum in kiirzester Zeit. Fiir die Aufstellung der Extinktionskurve stellten 
wir eine Konzentration von 0,0025 (g/l) her. Tab. 1 gibt die Extinktionskoeffi- 
zienten wieder. Die MeBstellen wurden unter Beriicksichtigung der Maxima und 
Minima von Koproporphyrin ausgewahlt. 


Tab. 1. Extinktionskoeffizienten von Hamochromogen, c = 0,0025. 





Em A Em 


—* 542 0,037 
0,002 526 0,061 
0,002 518 o- 
-- 500 0,043 
0,005 484 0,049 
0,123 464 0,042 

* Wegen Dunkelheit des Gesichtsfeldes und allzu kleinem Winkel bei zu 

starker Absorption Messung nicht mdglich. 


Wie aus Tab. 1 und Kurve I hervorgeht, war an der Skaleneichung nichts aus- 
zusetzen. Auch die Berechnung der Hamochromogenkonzentration stellte zu- 
frieden: c = 34600 = 0,00248. 

Von den 4 Maxima (A 622, 568, 582, 498 mu) und den 3 Minima (A 605, 550, 
518 mu) des Koproporphyrins in Pyridin ist bei Anwesenheit von Hamochro- 
mogen zur Konzentrationsbestimmung nur das 1. Maximum und Minimum ver- 
wertbar. Die Extinktionskurve des Hamochromogens verlaiuft namlich nur 
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Kurve I. Hamochromogen, ¢ = 0,0025. 


zwischen 2622 und 605 annahernd waagrecht, wodurch bei der Messung kein 
quantitativer Fehler entsteht. Umgekehrt sind bei Koproporphyrin die Werte fiir 
4557 und 542 nicht sehr verschieden, so daB eine Anwesenheit nur ganz geringe 
Fehler in der Bestimmung von Hamochromogen bedingt. Bei gleicher Menge 
Koproporphyrin fallt der Wert um 3,8% zu tief aus. Bei Vergleich des Hchr. F 
und des K I sieht man, daB es méglich ist, eine betrachtlich kleinere Menge Hamo- 
chromogen zu bestimmen. Bei ?/; der Konzentration ist Hamochromogen noch 


Tab. II. Extinktionskoeffizient von Koproporphyrin, c = 0,0125. 
| a 
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460 
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Kurve II. Koproporphyrin, c = 0,00125. 
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ebenso genau zu bestimmen wie Koproporphyrin. Bei stark gefirbten Extrakten 
sind die Resultate vor allem vorsichtig zu werten, wenn die Grundabsorption sehr 
hoch ist und die Extinktionskurve nach Violett stark ansteigt. Im letzteren Falle 
liegen die Werte sicher viel hoher. 

Fir die Extinktionskurve von Koproporphyrin, die in Tab. II bzw. Kurve IT 
dargestellt ist, wurde eine Konzentration von c = 0,0125 gewahlt. 

Da die oben angefiihrten Voraussetzungen bei beiden Extinktionskurven 
erfiillt waren und die Befunde sich mit denen von Treibs deckten, konnte auf 
die Aufstellung einer eigenen Extinktionskurve mit einem Gemisch von Hamin 
und Koproporphyrin verzichtet werden. Zum Vergleich fiir die Hefeextrakte ist 
die Extinktionskurve eines Gemisches von Himin (c = 0,00167) und Kopropor- 
phyrin (c= 0,0025), wie sie Treibs dargestellt hat, in Kutve III wiedergegeben. 


La AM ° 


i 1 l 1 
G40 620 600 S580 560 540 520 500 mp 
Aa—sS 








Q72 | 
i 
| 
} 











004 











Koproporphyrin, c = 0,005. 





Kurve III. Hamin, c = 0,00167. 


4. Isomeren-Analyse der Koproporphyrine 

Die analytische Bestimmung der Koproporphyrine erfolgte nach den von 
H. Fischer'* angegebenen Methoden. Die nach den Vorschriften in 2a) gewon- 
nenen 5-proz. Salzsiureextrakte werden mit Natriumacetat abgestumpft und 
danach das Porphyrin wieder mit Ather extrahiert. Zur Ausscheidung von evtl. 
vorhandenem Protoporphyrin werden die atherischen Lésungen mit Natronlauge 
ausgezogen und noch einige Tropfen 33-proz. Natronlauge zugegeben. Nach 24 Stdn. 
Stehen wiirde das Natriumsalz des Protoporphyrins ausfallen. 

In unseren Versuchen konnten wir es jedoch dabei nur in minimalen Spuren 
nachweisen, so daB bei diesen geringen Mengen mit der Méglichkeit seines Ent- 
stehens beim ExtraktionsprozeB aus Hamin gerechnet werden muB. Der alka- 
lischen Mutterlauge wird nach dem Ansiuern mit Essigsiure das Porphyrin mit 
Ather entzogen. Schiittelt man nun den noch essighaltigen Ather erschépfend mit 
Wasser aus, unter nachtraglichem Hinzusetzen von Ather und JaBt diese atherische 
Lésung iiber Nacht stehen, so scheidet sich das Koproporphyrin an der Wand des 
Reagensglases so gut wie quantitativ ab, zum gréBten Teil kristallisiert. 

Zur weiteren Identifizierung verestert man das abgeschiedene Porphyrin mit 
Methanol-Salzsiure, dampft die Lésung im Vakuum ein und bringt den Riick- 
stand mit Hilfe von Soda in Chloroform. Nach EingieBen der konzentrierten Chloro- 
formlésung in heiBem Methylalkohol kristallisiert der Koproporphyrinester aus. 
Der Schmelzpunkt wird nach der Mikromethode bestimmt. 


B, Spezielle Versuchsbeschreibung 
1. Reinkultur ohne Vitaminzusatz (= Koprohefe) 
In dem Ansatz von 500 ccm konnte erst am 11. 3. 1949 eine noch sehr schwache 


CO,-Entwicklung beobachtet werden, die nach 10 Tagen etwas lebhafter wurde 
und am 30. 3. allmahlich abzuflauen begann. Nachdem sich bis zum 5. 4. die Hefe 


18 H,. Fischer, Neuere Methoden der Isolierung und des Nachweises von 
Porphyrin. In Abderhaldens Hdbch. d. biol. Arbeitsmethoden Abt. I, Chemische 


Methoden, 1. Teil, Heft 2. 
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abgesetzt hatte, wurde die verbrauchte Nahrlésung dekantiert und die Hefe unter 
sterilsten Bedingungen in 11/, 1 Nahrlésung derselben Zusammensetzung gebracht. 
Das Wachstum ging flott weiter und das Einsetzen der Kohlensiureentwicklung 
lieB nicht lange auf sich warten. Wahrend der Garung zeigte die Hefe einen ganz 
leichten Schimmer ins Braunliche, erschien jedoch nach abgeschlossener Garung 
wieder rein weiB. In der Nahrlésung selbst konnte bei der Koprohefe entgegen den 
Beobachtungen von H. Fink! keine Farbinderung wahrgenommen werden, auch 
nicht nach langerem Stehenlassen der Kulturen im diffusen Tageslicht. Am 2. 5. 
nochmalige Uberimpfung in 1"/, 1 frischer Nahrlisung. Der Farbumschlag der Hefe 
waihrend der Gérung war auch diesmal zu beobachten, doch mit einem sehr rét- 
lichen Unterton. Nach beendeter Garung war die Hefe deutlich rosa gefarbt. Am 
11.6. wurde in 10-l-Kolben mit 51 Inhalt weitergeziichtet. Schon am nachsten 
Tag setzte eine iiberraschend starke Garung ein, was vielleicht auf eine gute Ge- 
wohnung der Hefe an das Nahrsubstrat schlieBen l48t. Erst am 15.8. lieB die 
CO,-Entwicklung merklich nach, am 22. 8. war sie abgeschlossen. 

Die Reinheit der Kulturen wurde laufend mikroskopisch kontrolliert. Die 
SproBbildung war maBig. Ubereinstimmend mit Fink! konnte eine erhebliche 
VergréBerung der einzelnen Zellen festgestellt werden, die sich vorwiegend auf den 
Langsdurchmesser erstreckte, wodurch die Zellen stark elliptische Formen an- 
nahmen. Die toten Zellen wurden am Ende des Versuchs mit 29,30% bestimmt. 
Die Ausbeute der Hefe betrug nach dem Abnutschen am 28. 8. insgesamt 25 g. 
Die Rotlichfarbung der Hefe trat nach der Gewinnung noch deutlicher zutage. 
Nach erschépfender Extraktion mit Eisessig-Ather war die Hefe wieder rein weiB. 
Der Eisessig-Ather farbte sich dafiir rétlich-violett. In der 5-proz. Salzsiure, von 
der zur Extraktion 25 ccm gebraucht wurde, verschob sich der Farbton noch mehr 
ins Violette. 

Das Spektrum in der 5-proz. Salzsiure wies nachstehende Absorptionsstreifen 
auf: 

535 — 547 
_—— mu 
541 
Da8 es sich dabei um reines Koproporphyrin handelt, konnte durch Vergleich mit 
der Koporporphyrin-Standardlésung, die das gleiche Spektrum zeigte, einwand- 
frei geklart werden. Die quantitative Bestimmung mit dem lichtelektrischen 
Fluoreszenzkolorimeter ergab eine Konzentration von 
297,6 mg pro kg Hefe. 

Die Mikroschmelzpunktbestimmung des isolierten Porphyrinmethylesters ergab 
einen 

Schmelzpunkt von 252°. 


Dieser Wert gibt das Vorliegen von Koproporphyrin-I-tetramethylester an. 


2. Reinkultur mit Nicotinsaureamid 


Der Garansatz von 500 ccm wurde am 21. 2. 49 mit 100 mg Nicotinsiureamid 
beimpft. Die Anfangskonzentration betrug somit 1:5000. Samtliche Vitamine 
wurden vor und wahrend der Garung einmal in der Woche zugegeben. Wenn sich 
die Hefe abzusetzen begann, wurde die Zufuhr unterbrochen. Mit einer Erhéhung 
der Menge der Nahrlésung ging stets eine solche des Nicotinsiureamids einher, und 
zwar immer so, daB fiir jeden Garansatz die Anfangskonzentration 1:5000 betrug. 
12 g Nicotinséureamid wurden auf diese Weise wihrend der ganzen Versuchsdauer 
verarbeitet. Die Garung verlief wahrend der ganzen Versuchsdauer wesentlich 
triger als im Versuch 1. Im Hinblick auf das Wachstum dagegen stand dieser 
Versuch an der Spitze der ersten 4 Parallelversuche. Wahrend der 1. Garung fiel 
bereits wieder eine leichte Rosafarbung der Hefe auf. Die Farbtiefe ging der CO,- 
Entwicklung parallel, nach ihrem Abklingen braunte sich die Hefe allmahlich. Im 
Verlauf der 3. Garung erschien die Hefe wieder rein weiB, nach beendeter Garung 
fiel jedoch schon wieder der rétliche Farbton auf, den sie auch bis zum Versuchsende 
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beibehielt. Das py fiel wahrend der Garung auf 4,0 ab. Die Uberimpfungen sowie 
die Aufarbeitung konnte zeitlich mit dem Versuch I vorgenommen werden. Die 
mikroskopische Untersuchung deckte keinerlei Mischinfektion auf. Der Ernahrungs- 
zustand der Zellen war recht befriedigend, die Sporssbildung sehr gut. Die Zellen 
waren vergréBert, erreichten jedoch nicht die AusmaBe von Vers. 1. Nach dem 
Abnutschen war die Hefe um eine Nuance heller rétlich als beim 1. Versuch. 
20,12% der Zellen waren tot. Die geerntete Hefe betrug 32g. Das gesamte Por- 
phyrin ging in 30ccm 5-proz. Salzsiure hinein. Spektroskopisch ergab sich der- 
selbe Befund wie bei Vers. 1. Die gemessene Koproporphyrinmenge belief sich auf 
105 mg pro kg Hefe. 


Der dargestellte Koproporphyrinester hatte einen 
Schmelzpunkt von 250°, 


was fiir Koproporphyrin-I-tetramethyester spricht. 


3. Reinkultur mit Pantothensiure 

Zugesetzt wurde am 21. 2. 49 25 mg Pantothensiure, was einer Konzentration 
von 1:20000 entspricht. Bei den weiteren Vitamineinimpfungen galten dieselben 
Bedingungen wie im vorigen Versuch. Garung und Wachstum waren etwa so leb- 
haft wie im Vers. 1. Die CO, Entwicklung war am Schlu8 des Versuchs am starksten. 
Die sich am GefaBboden absetzende Hefe zeigte gleich bei Versuchsbeginn einen 
Stich ins Rétliche, mit Zunahme der Garungsintensitit vertiefte sich auch hier 
wieder der Farbton. Mit einem py von 3,7 wurde von allen Versuchen die starkste 
Verschiebung gegen die saure Seite konstatiert. Die Zellen erreichten noch gréBere 
Durchmesser, die SproBbildung war sehr schlecht. Keine Infektion. Tote Zellen 
37,74%. Die abgesaugte dunkelrote Hefe wog 12,50 g. Dem entsprach eine tiefrote 
Farbung des Eisessig-Atherextrakts und eine violette des Salzsiureauszugs, die 
bereits beim Vergleich mit den Standardlésungen auf eine hohe Porphyrinkonzen- 
tration schlieBen lieB. Das Spektrum zeigte dieselbe Banden wie in Vers. 1 und 
war A4uBerst deutlich. Das gesamte Porphyrin konnte erst nach 3-maliger Extrak- 
tion aus der Hefe herausgelést werden. Die lichtelektrische Messung ergab den er- 
staunlich hohen Wert von 

1616 mg pro kg Hefe. 
Der dargestellte Porphyrin-Methylester hatte einen 
Schmelzpunkt von 251°, 


was wiederum dem Koproporphyrin-I-tetramethylester entsprach. 


4. Reinkultur mit Lactoflavin 

Am 21. 2.49 wurde 1 mg Lactoflavin in den Giransatz von 500 ccm ein- 
geimpft. Dies entspricht einer Anfangskonzentration von 1:500000. .Wahrend 
der ganzen Versuchsdauer wurden 128 mg Lactoflavin verbraucht. Der Garungs- 
intensitaét nach stand die Kultur zwischen Vers. 3 und 1. Bis zur 3. Zucht war die 
abgesetzte Hefe stets rein weiB, dann zeigte sich auch ein leichter rosa Schimmer, 
der die schwachste Farbintensitét von allen Versuchen besa. Mikroskopisch 
wurden gut ernahrte Zellen mit relativ guter SproBbildung beobachtet. Keine 
Infektion, kaum merklich vergréBerte Zellen; py nach abgeschlossener Garung: 
3,9. Tote Zellen: 17,70%. Die Hefeernte belief sich auf 23 g. Der Atherextrakt 
hatte die Farbe von Marzenbier. Der Salzsiure- wie der Atherextrakt zeigten im 
UV-Licht keinerlei Rotfluoreszenz. 


5. Reinkultur mit Vitamin-B-Komplex 
Mit diesem Versuch wurde die 2. Versuchsreihe mit 4 Parallelversuchen ein- 
geleitet. Neben dem Koproporphyrin wurde nun auch der Haimingehalt der Hefe 
durch Extraktion mit Pyridin und nachfolgender Messung mit dem Spektral- 
photometer bestimmt. Es wurde streng darauf geachtet, das simtliche Versuchs- 
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bedingungen der 1. Versuchsreihe beibehalten wurden. Die Garungszeiten dauerten 
jeweils ungefahr genau so lange wie in den ersten Versuchen, weshalb die einzelnen 
Termine nicht extra aufgefiihrt werden. Am 16.5. wurde in 500 ccm Garansatz 
2mg Aneurin, 4 mg Lactoflavin, 40mg Nicotinsiureamid, 4mg Adermin und 
6 mg pantothensaures Natrium eingeimpft. Schon nach 10 Tagen setzte lebhafte 
Gartatigkeit ein, die in ihrer Intensitét von allen Versuchen an 2. Stelle stand. Die 
Farbe der Hefe war stets rein weiB; keine Infektion. Die SproBbildung war zu- 
friedenstellend, der Durchmesser leicht vergréBert. Das py fiel wahrend der Garung 
auf 4,3 ab. Tote Zellen: 18,50%; Hefemenge 22,5 g. Auffallend war die flockige 
Konsistenz der Hefe. Nach der Extraktion mit 50 ccm Pyridin ergab die spektro- 
skopische Messung folgenden Absorptionsstreifen: 


(ziemlich schwach). 


Die Extinktionskurve gab keinen Anhalt fiir Koproporphyrin. Tab. III gibt die 
gemessenen Extinktionskoeffizienten wieder. Die dazugeh6rige Extinktionskurve 
ist in Kurve IV dargestellt. 


Tab. III. Extinktionskoeffizienten des Hefeextraktes von Versuch 5 
Hehr.: c = 0,00032 
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Kurve IV. Hehr.: c = 0,00032. 


Da fiir die Extraktion von 22,50 g Hefe 50 ccm Pyridin verwendet wurden, be- 
tragt die 
Haminkonzentration 0,64 mg/kg Hefe. 


6. Reinkultur mit Lactoflavin 


Zur Hefesuspension von 500 ccm wurde am 16. 5.49 wieder Lactoflavin in 
einer Konzentration von 1:500000 gegeben. Die Beobachtungen iiber Garung, 
Wachstum, Zellform der Hefe usw. vom 4. Versuch konnten wieder bestatigt 
werden. Tote Zellen: 19,70%. Hefeernte: 16,5 g. Der Pyridinextrakt war dunkel- 
gelb. Spektroskopisch war der Hamochromogenstreifen bei 557 sehr deutlich zu 
sehen. Bei der Ermittlung der Ext.-Koffizienten bei 557 konnte wegen der zu 
starken Absorption des Pyridinextraktes von 50 ccm nicht abgelesen werden. Erst 
nach 8-facher Verdiinnung waren Winkelwerte erhaltlich (entspricht 400 ccm 
Pyridin). Die Extinktionskurve zur Tab. IV ist in Kurve V dargestellt. 

3% 
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Tab. IV. Extinktionskoeffizienten des Hefeextrakts von Versuch 6. 
Hehr.: C = 0,0024. 
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Kurve V. Hchr.: c = 0,0024. 


Da die Extraktion von 16,50 g Hefe mit 400 ccm Pyridin erfolgte, so betrug dic 
Haminkonzentration 57,56 mg/kg Hefe. 

Koproporphyrin konnte weder spektroskopisch noch spektrophovometrisch er- 

faBt werden. 


7. Reinkultur mit Lactoflavin und Eisenzusatz 


Der iiblichen Stammlésung wurde Ferroacetat und Lactoflavin in einer 
Konzentration von 1:5000 bzw. 1:500000 zugesetzt. In bezug auf Garung und 
Wachstum stand dieser Versuch an der Spitze. Die Ernihrung der Zellen war sehr 
gut; die Zellform durchaus normal. Die vom Eisen herriihrende Braunlichfarbung 
der Lésung war nach Beginn der Garung in kurzer Zeit verschwunden. Die in der 
1. Zucht noch weiBe Hefe nahm schon in der 2. Zucht mit Einsetzen der Garung 
eine dunkelbraune Farbung an. Auffallend war, daB ebenfalls in der 2. Zucht die 
Lésung sich intensiv rot farbte. Hielt man die Kultur gegen das Licht, so schim- 
merte die Lésung leicht griinlich. Da dieselbe Lactoflavinmenge wie im vorher- 
gehenden Versuch zugegeben wurde, konnte diese Erscheinung nicht durch eine 
zu hohe Lactoflavinkonzentration, wie sie sich durch das wéchentliche Einimpfen 
ergibt, erklart werden. Auch an eine Infektion mit Bakterien wurde gedacht, 
doch konnte auch hierfiir kein Anhaltspunkt gefunden werden. 

Das py wurde nach der Garung mit 4,2 bestimmt. Tote Zellen: 13,20%. 
Hefeausbeute: 34,50 g. Extraktion mit 840 ccm Pyridin. Spektroskopisch wurde 
neben dem sehr deutlichen Streifen bei 557 ein ebenfalls sehr deutlich ausgebildeter 
Streifen bei 586 mu festgestellt. Die Extinktionskurve ist in Kurve VI dargestellt. 

















Tab. V. Extinktionskoeffizienten des Hefeextraktes von Versuch VII. 
Hehr.: c = 0,0052. 
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0,020 0,034 
0,024 0,256 
0,028 0,076 
0,052 0,111 
0,054 0,124 
0,142 

















Bd. 287 (1951) Die Koproporphyrin- und Hamsynthese 


Da 34,5 g Hefe mit 840 ccm Pyridin extrahiert wurden, betrug die 
Haminkonzentration 117 mg/kg Hefe. 


Koproporphyrin war nicht nachweisbar. 
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Kurve VI. Hchr.: c = 0,0052. 


8. Reinkultur ohne Vitaminzusatz (Koprohefe) 


Die Hefe wich in ihrem Verhalten waihrend der Ziichtung in keiner Weise 
vom 1. Versuch ab. Zahl der toten Zellen: 25,60%. Hefeausbeute: 15,00 g. Ex- 
traktion mit 400 cem Pyridin. Der Pyridinextrakt war weinrot gefarbt. Spektro- 
skopisch konnten 3 von den fiir Koproporphyrin charakteristischen Absorptions- 
banden in Pyridin: 


I. 625,8—619,9 II. 571,0—565,0 TIT. 538,6—526,3 (in my). 
622,8 568,0 532,0 


gemessen werden. Die Extinktionskurve ist auf Kurve VII dargestellt. 
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Kurve VII. K P: c = 0,0078. 
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Tab. VI. Extinktionskoeffizienten des Hefeextraktes von Vers. VIII. 
KP: c = 0,0078. 





A Em 


640 0,101 
622 0,084 
605 0,150 
588 R 0,145 
568 0,204 
562 














Hamochromogen nicht nachweisbar. Da die 15 g Hefe mit 400 ccm Pyridin ex- 
trahiert wurden, betrug die 


Koproporphyrinkonzentration 206 mg/kg Hefe. 


9. Versuch mit Léwenbrauhefe 


Zum Vergleich wurde auch eine Hamin- und Koproporphyrinbestimmung 
mit untergariger Léwenbrauhefe durchgefiihrt. 

10 g Hefe wurden mit 70 ccm Pyridin extrahiert. Der Extrakt war hellgelb 
gefarbt. 


Tab. VII. Extinktionskoeffizienten des Hefeextraktes von Vers. IX. 
Hchr.: c = 0,00032. K. P.: c = 0,0028. 
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Bei Beriicksichtigung des Fehlers von 3,8% der bei Himochromogenbestimmungen 
in Gegenwart der gleichen Menge Koproporphyrin gemacht wird, betrug die 


Haminkonzentration 2,26 mg/kg Hefe. 
Koproporphyrinkonzentration 19,6 mg/kg Hefe. 
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Kurve VIII. Hehr.: c = 0,00032. K. P.: c = 0,0028. 
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Zusammenfassung 


Die biologische Porphyrin- und Himsynthese durch Hefe wurde 
an Reinkulturen von Saccharomyces anamensis untersucht. 

Normalerweise enthailt die Hefe neben Himin III und Protopor- 
phyrin 9 (III) auch minimale Mengen von Koproporphyrin I. 

Durch bestimmte Néahrsubstrat-Bedingungen wurde die Hefe in 
den Zustand der Koproporphyrie versetzt. Die dabei erhaltene sog. 
Koprohefe zeigt einen enorm erhéhten Gehalt an Koproporphyrin IJ, 
wahrend Himin III nicht mehr nachweisbar ist. 

Ausgehend von der Anschauung, da8 die Vitaminarmut der Nahr- 
béden den ausschlaggebenden Faktor fiir das Zustandekommen der 
Koproporphyrie der Hefe darstellt, wurde der Einflu8 der einzelnen 
B-Vitamine auf die Biosynthese von Porphyrinen und Hamin unter- 
sucht. Saccharomyces anamensis wurde dabei wieder unter den Bedin- 
gungen geziichtet, welche zur Hefe-Koproporphyrie fiihren. Der gleich- 
zeitige Zusatz der einzelnen Vitamine fiihrte zu folgenden Ergebnissen : 

Nicotinséureamid hatte eine Verringerung der Bildung von Kopro- 
porphyrin I zur Folge. 

Pantothensaéure fiihrte zu einer weiteren Verstérkung der Kopro- 
porphyrin-I-Bildung. Es wurde dabei der bisher héchste Kopropor- 
phyrin I-Gehalt (1616 mg/kg Hefe!) gefunden. 

Lactoflavin ergab eine tiber 5-fache Steigerung der Hamin-III- 
Bildung, wihrend Koproporphyrin oder sonst ein Porphyrin nicht mehr 
nachweisbar waren. 

Lactoflavin und Eisen gemeinsam fiihrten zu einer iiber 15-fachen 
Steigerung des Hamin-III-Gehalts bei gleichzeitigem Fehlen von Ko- 
proporphyrin. Es wurde dabei der bisher héchste Haimin-III-Gehalt 
(117 mg/kg Hefe!) beobachtet. 

Der gleichzeitige Zusatz von Aneurin, Lactoflavin, Nicotinsaure- 
amid, Pantothenséure und Adermin hatte eine Verminderung des 
Himin-III-Gehalts beim Fehlen von Koproporphyrin zur Folge. 

Das Lactoflavin stellt demnach fiir die biologische Porphyrin- und 
Himsynthese einen wichtigen Regulator und Katalysator dar. Es 
fordert die Bildung des Hamins III (iiber Protoporphyrin III) und 
hemmt die fehlerhafte Synthese von Koproporphyrin I. Der biologische 
Dualismus der Porphyrine I und III wird damit vom Lactoflavin be- 


stimmt. 
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Uber eine neue basische Substanz aus Walmuskulatur 
Von 
Ernst Miiller 
Aus dem Physiologisch-chem. Institut der Universitat Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. November 1950) 


Die Extraktivstoffe der Wirbeltiermuskulatur sind uns weitgehend 
bekannt, doch hat man sich bei der Untersuchung des Séugetiermuskels 
fast immer auf die Landsaugetiere beschrinkt, und iiber die im Wasser 
lebenden ist hier kaum etwas bekannt. Wenn man bei diesen auch nicht 
mit einer osmoregulatorischen Beeinflussung durch den Salzgehalt des 
Meerwassers rechnen kann, wie bei den Seefischen, bei denen es ja be- 
kanntlich aus diesem Grunde zur Bildung von Trimethylaminoxyd 
kommt, so erschien eine eingehende Untersuchung des Seesadugetier- 
muskels dennoch verlockend. Unterscheiden sich doch iiberhaupt die 
verschiedenen Wirbeltiergruppen nicht unerheblich hinsichtlich ihrer 
Extraktivstoffe in qualitativer und quantitativer Beziehung. Es sei 
hier nur an das Anserin erinnert. Zudem hatte sich im Laufe der vielen 
auf diesem Gebiete unternommenen Versuche ergeben, daB ganz be- 
sonders in der sogenannten Lysinfraktion der basischen Extraktivstoffe 
noch erhebliche Mengen eines oder mehrerer unbekannter Substanzen 
vorliegen muBten, die sich zum Teil nur auf Grund von Farbenreak- 
tionen vermuten lieBen, aber allen Versuchen, sie zu isolieren, bisher 
trotzten. Diese Fraktion naher zu studieren, erschien auch deshalb aus- 
sichtsreich, weil sich die Methodik inzwischen, vor allem durch Auf- 
findung neuer Fallungsmittel, noch vervollkommnet hat. 

Als Ausgangsmaterial stand ein eingedickter Walmuskelextrakt zur 
Verfiigung, fiir dessen Uberlassung ich der Deutschen Walfanggesell- 
schaft sehr verbunden bin. Vier Kilogramm davon wurden in gewohnter 
Weise aufgearbeitet und fiihrten zu einer reichlichen Lysinfraktion. Aus 
dieser lieBen sich 5 g eines amorphen Pulvers gewinnen. Nur hierauf 
muBte sich die Untersuchung beschriinken, weil das gesamte iibrige 
Material durch Kriegseinwirkung verloren ging. Die Substanz enthalt 
weder Schwefel noch Phosphor, nur geringe Spuren Asche und ist in 
Wasser mit alkalischer Reaktion sehr leicht léslich. Eine verlustreiche 
Reinigung des Stoffes, die am besten iiber das Pikrat gelang, fiihrte 
schlieBlich zur kristallisierten freien Base. Diese gab ebenso wie vor der 
Reinigung Analysenwerte, die am besten zur FormelC,H,,0,N,;+ '/,H,O 
stimmen. Die Uberfiihrung in das gleichfalls kristallinische Pikrat 
C,H,,0,N,-C,H,0,N, bestitigte diese Formel. Ein Benzoylierungs- 
versuch fiihrte bisher nicht zu einem Kristallisat. Die Bestimmung des 
Aminostickstoffs ergab, daB eines der drei Stickstoffatome als Amino- 
gruppe vorliegt. N-Methyl war nicht nachweisbar. Sichergestellt ist 
ferner eine Carboxylgruppe, da die Base Kupfercarbonat unter Blau- 
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firbung und Gasentwicklung lést. Die stark positive Ninhydrinreaktion 
spricht fiir eine «-Aminosaiure, deren asymmetrisches «-C-Atom gleich- 
zeitig die beobachtete Rechtsdrehung der Substanz erklairt. Fir den 
Bau des iibrigen Molekiilteiles kinnte am ehesten ein am C methylierter 
Pyrimidinkern in Betracht kommen, der als Seitenkette «-Alanin tragen 
wirde. Nimmt man keine Methylgruppe am Kern an, ware «-Amino- 
buttersiure als aliphatischer Anteil zu erwaigen. Die Weidelsche! 
Probe fiel zwar negativ aus, doch zeigte sich ein allerdings schwacher 
aber deutlich positiver Ausfall der Probe nach Wheeler und John- 
son”, ferner ruft Diazobenzolsulfosiure bei Gegenwart von Natrium- 
carbonat und auch von Natronlauge Rotfirbung hervor, was auch auf 
einen Pyrimidinkern hinweist. Die weitere Aufklarung der Konstitution 
wird fortgesetzt, sobald neues Material zur Verfiigung steht. 


Beschreibung der Versuche 


4 kg Extrakt wurden nach Verdiinnen mit Wasser bei schwefelsaurer Reaktion 
mit Ather von Milchsaure, Lipoiden usw. befreit. Nach Beseitigung des gréBten 
Teiles der Schwefelsiure mit Baryt folgte bei schwach saurer Reaktion starke Ein- 
engung, Fallung mit Methanol und anschlieBend mit Athanol. Auf diese Weise 
lieB sich der groBte Teil des Anorganischen, vor allem Kalium und Natrium, be- 
seitigen. Zur Entfernung der fliichtigen Basen wurde bei schwach alkalischer 
Reaktion destilliert. Das Destillat enthielt neben viel Ammoniak eine kleine Menge 
Methylamin, das als Chloraurat (1,34 g) identifiziert werden konnte. Bei schwefel- 
saurer Reaktion erfolgte dann die Ausfallung der nichtfliichtigen Basen mit Phos- 
phorwolframsaéure. Aus dem nach der Zersetzung der Fallung mit Baryt gewon- 
nenen Sirup der freien Basen lieBen sich zuerst groBe Mengen von Kreatin und 
Kreatinin mit Methanol abtrennen. Die Purine und diejenigen Basen, welche mit 
dem Silber-Baryt-Verfahren zu fallen sind, wurden unter Vermeidung von Salpeter- 
saure abgetrennt, indem Silbersulfat an Stelle von Silbernitrat zur Anwendung 
kam. Es blieb jetzt ein Basensirup, die sogenannte Lysinfraktion, von dem etwa 
he zur Aufarbeitung gelangte. Nach Abtrennen von weiteren Kreatinkristallen 
mit Athanol wurde die alkoholische Lésung mit Ather gefallt. Diese Fallung ging 
jetzt beim Aufnehmen mit Athanol nicht wieder vollkommen in Lésung, sondern 
hinterlieB einen Riickstand, der nach Absaugen, Waschen mit Alkohol und Trock- 
nung im Vakuum 5 g wog. Zuerst wurde versucht festzustellen, ob noch eine Bei- 
mengung von Lysin vorlag. Hierzu eignet sich ausgezeichnet die Fallung des Lysins 
als praktisch unlésliche Benzylidenkupferverbindung nach Turba*. Doch fiel 
dieser Versuch villig negativ aus. Der Riickstand ist etwas hykroskopisch, lést 
sich spielend leicht mit alkalischer Reaktion in Wasser und zeigt folgende Farben- 
und Fallungsreaktionen: 


Farbreaktionen: Fallungsreaktionen: 


Reaktion nach Jaffé. . . gCl, + 
Reaktion nach Weil . . -- Hopkins (HgSO,+ H,S0,) _ 
Reaktion nach Millon . . - Goldchlorwasserstoffsiure geringe élige 
Reaktion nach Barren- Fallung 

- Platinchlorid 


1 Weidel, Ber. dtsch. chem. Ges. 30, 2236 [1897]. 
2 Wheeler u. Johnson, J. biol. Chemistry 3, 183 [1907]. 
3 Turba, diese Z. 285, 19 [1947]. 
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Farbreaktionen: 


Reaktion nach Fehling . -- 

Reaktion nach Sakaguchi -- 

Diazobenzolsulfosiure . + NaOH 
Rotfarbung 

Diazobenzolsulfosiure . . + Na,CO, 

Rotfarbung, doch schwicher als bei 

Imidazolderivaten. 
Biuretreaktion _ 


Substanz aus Walmuskulatur Bd. 287 (1951) 


Fallungsreaktionen: 
Pikrinsaure 
kristallin. 
Fallung 
Styphninsaure (Trinitro- 
resorcin) 
Pikrolonsaure 
Flaviansaure 
Dichlorbenzolsulfosaure . 
Dilitursiure (5-Nitrobar- 


Kupfercarbonat . . tiefblaue 
Lésung unter Gasentwicklung. bitursaure) 4- 
Ninhydrinprobe . stark + Mg-Salz des Dipikrylamin geringe dlige 
Fallung 
Reineckesalz bei saurer 
Reaktion Fal- 


Zur Analyse eignet sich am besten das Pikrat, das nach Fallung einer kon- 
zentrierten wasserigen Lésung mit alkoholischer Pikrinsaure zuerst als Ol erscheint, 
um nach einiger Zeit zu kristallisieren. Nach Umkristallisieren aus Wasser ergab 
es die folgenden Werte: 

C,H,30.N;-CsH,0,N;. Mol.-Gew. 412,32. 
Ber. C 40,78, H 3,91, N 20,39. 
Gef. C 40,25, 41,05, H 4,08, 4,10, N 20,35, 20,29. 
Schmp.: 222° unt. Zers. (unkorr.). Léslichkeit: 1,1%. 

Das Pikrat wurde durch Umsetzen mit Schwefelsiure und Ausathern in das 
Sulfat und dieses mit Baryt durch genaue Beseitigung der Schwefelsaure in die 
freie Base verwandelt, die jetzt beim Einengen ihrer Lésung im Vakuum in zum 
Teil rosettenformig angeordneten Nadeln kristallisierte. 


(',H,,0;N,:4%4H,0. Mol.-Gew. 192,22. 
Ber. C 7,34, N 21,86. 


Gef. (49,37, 49,39, 49,50, H 6,86, 6,70, 6,58, N 21,93, 22,13, 22,18. 


Schmp.: 243° unt. Zers. (unkorr.). 
Die gleichen Analysenwerte hatte die Substanz bereits vor der Behandlung 


mit Pikrinséure gegeben: (C 49,56, H 6,84, N 22,38). Die Bestimmung nach Van 
Slyke ergab 6,3 Aminostickstoff, was rund dem fiir ein N-Atom errechneten Wert 
von 7,3 entspricht. Die N-Methylbestimmung fiel negativ aus. 


Spezifische Drehung: [a] 4 = aa = + 39,2° in Wasser. 


Um schonend vorzugehen, waren simtliche Einengungen im Vakuum vor- 
genommen worden. 


Zusammenfassung 


Aus Walmuskelextrakt wird eine Base mit der Bruttoformel 


C,H,,0,N,-'/. H,O dargestellt. 





1 
folger 
3 
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Synthese des 3.5-Dijod-4-methoxy--phenathylamins 
Von 
Horst Jatzkewitz und Hans-Dietrich Noeske 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem physiologisch-chemischen Institut 
der Universitit Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1950) 


Es ist denkbar, daB gewisse Erscheinungen der Schizophrenie und 
anderer Geisteskrankheiten durch physiologisch hochwirksame biogene 
Amine hervorgerufen werden, die in einem ,,entgleisten Stoffwechsel* 
entstanden sind. Versuche, derartige Stoffe im Harn Geisteskranker 
durch die ,,Buscaino-Reaktion“ (Schwarzes Sediment nach kurzem 
Kochen des Harns mit Silbernitratlésung) nachzuweisen, scheitern an 
der Unzulanglichkeit der Methode!. Es sollte daher versucht werden, 
solche Stoffe direkt aus den K6rperfliissigkeiten Kranker zu isolieren. 
Zum andern ist zu priifen, ob man die Wirkung derartiger Substanzen 
durch isostere? oder ahnlich gebaute Verbindungen aufheben oder beein- 
trichtigen kann. Im Rahmen dieses Programms, das wir seit 1! Jahren 
verfolgen, haben wir zunichst das 3.5-Dijod-4-methoxy-f-phen- 
ithylamin dargestellt, um zu untersuchen, ob es die psychische Wir- 
kung des Mezkalins beeinfluBt. Eine Méglichkeit zu dieser Priifung 
liefert der ,,Spinnennetztest“ von Peters und Witt?. 

Das 3.5-Dijod-4-methoxy-f-phenathylamin (Vb) wurde 
folgendermaBen erhalten: 


Ac,O ”" 


\\.CH,-CH,-NH, —* ™.CH,-CH,-NH, 


I Il 
J 
ath. ; CH,N, pet « . 
\-CH,-CH,-NH-COCH, ~—*~> H,CO-@  -CH,-CH,-NH-COCH, 
/ \ / 
J 
aa IV 
J 
H,CO-C 
J 


HCi (HCOOH N . 
ae S CH,-CH,-NH,HCI 


Va. 


1 F. Bettzieche, Dtsch. med. Wschr. 53, 1511 [1927]. 
* Vgl. dazu H. Erlenmeyer, Helv. chim. Acta 20, 204 [1937], und die 


folgenden Arbeiten. 
° H.M. Peters, P.N. Witt u. D. Wolff, Z. vergl. Physiol. 32, 29 [1950]. 
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Tyramin (I) wurde nach einer im Versuchsteil beschriebenen Ab- 
inderung des Verfahrens der Firma Hoffmann-La Roche* jodiert, und 
das in 67-proz. Ausbeute gewonnene 3.5-Dijod-tyramin (II) durch 
kurzes Erhitzen mit Essigsiureanhydrid zu 79°% in das N-Acetyl- 
3.5-dijod-tyramin (III) tibergefiihrt. Dieses wurde mit Diazomethan 
methyliert und lieferte das N-Acety1-3.5-dijod-4-methoxy-f- 
phenathylamin (IV) in einer Ausbeute von 82°, d. Theorie. Die Ab- 
spaltung des Acetylrestes wurde durch 5-stdg. Kochen mit Salzsaure 
in Ameisensaure erreicht und das zu 82°%, d. Th. entstandene 3.5- Dijod- 
4-methoxy-f-phenaithylamin-hydrochlorid (Va) nach dem 
Umkristallisieren aus Wasser in farblosen Kristallen vom Schmp. 
213—215° (korr.; Kofler) erhalten. Das daraus auf iibliche Weise her- 
gestellte freie Amin, das 3.5-Dijod-4-methoxy-f-phenathylamin 
(V b), kristallisiert aus Petrolither in farblosen Blattchen, die, im pola- 
risierten Licht betrachtet, bei 41 —43° ihre urspriingliche Kristallstruktur 
verlieren und bei 55—57° (korr.; Kofler) schmelzen. 


Beschreibung der Versuche® 
3.5-Dijod-tyramin (II) 
4g Tyramin-hydrochlorid werden in 23ccm Wasser gelést und mit 
46 cem n-NaOH versetzt. Zur klaren Lésung 148+ man unter mechanischem Riihren 
11,8 g Jod, gelést in einer Kaliumjodidlésung (20 g KJ in 160 ccm Wasser) und 
46 ccm n-NaOH allmahlich in der Weise zutropfen, daB das Reaktionsgemisch 
immer alkalisch bleibt. Ein Uberschu8 an Alkali ist zu vermeiden. Danach wird 
die braune Fliissigkeit filtriert und mit iiberschiissiger schwefliger Saure angesduert : 
Rohes 3.5-Dijod-tyramin-hydrojodid scheidet sich in flimmernden Blattchen 
ab. Das exsiccatortrockene Rohprodukt wiegt 12 g. 
Zur Analyse wurde aus heiBem Wasser umkristallisiert: Schwach gelbe, perl- 
muttrig glanzende Blattchen vom Schmp. 232—234° (Zers.). 
33,87 mg Sbst.: 23,71 mg CO,, 6,33 mg H,O. — 6,940 mg Sbst.: 0,165 cem 
N, (22,5°, 736 mm). 
C,H,yONJ, (516,9). Ber.: C 18,59, H 1,95, N 2,71. 
Gef.: C 19,10, H 2,09, N 2,66. 


12g rohes 3.5-Dijod-tyramin-hydrojodid werden in heiBem Wasser gelost, 
hei8 filtriert und mit der berechneten Menge einer heiBen Natriumcarbonat- 
|6sung unter mechanischem Riihren tropfenweise versetzt. Es fallt das 3.5-Dijod- 
tyramin (II) in schwach gelben Kristallen aus. Die exsiccatortrockene Substanz 
wiegt 6g (= 67% d.Th., bezogen auf Tyraminhydrochlorid) und schmilzt bei 
188—190°. 
N-Acety1-3.5-dijod-tyramin (III) 

2g Dijod-tyramin (II) werden mit 5ccm Essigsiureanhydrid tiber- 
gossen. Das Ganze wird sofort 10 Sek. zum Sieden erhitzt. Darauf kiihlt man die 
braune Lésung schnell ab, fiigt 60 cem Wasser hinzu und 1a8t das Gemisch etwa 
12 Stdn. bei 20° stehen. Dabei scheidet sich das rohe N-Acety1-3.5-dijod- 
tyramin (III) in z. T. kristalliner Form am Kolbenboden ab. Die iiberstehende 
klare Lésung wird abgegossen, das Acetylprodukt in 10-proz. Natronlauge auf- 
genommen und aus der filtrierten alkalischen Loésung mit konz. Salzsiure wieder 


* DRP. 259193; Chem. Zbl. 1913 I, 1845; Frdl. 11, 1012. 
5 Alle Schmelzpunkte wurden im Apparat nach Kofler bestimmt und sind 
korrigiert. 
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gefallt. Das zunachst schmierig anfallende Produkt, das nach 3-stdg. Aufbewahren 
bei 0° fest geworden ist, wird aus Alkohol-Chloroform umkristallisiert und in Form 
derber Kristalle erhalten, die trotz ihrer braunen Farbe zur Weiterverarbeitung 
geniigend rein sind. Ausbeute 1,75 g (= 79% d. Th.), leicht léslich in Alkohol, 
maBig in Aceton, wenig in Chloroform und Wasser. 
Zur Analyse wurde aus Aceton-Chloroform, dann aus Aceton-Wasser um- 
kristallisiert: Farblose Platten vom Schmp. 139—140°. 
5,165 mg Sbst.: 5,365 mg CO,, 1,220 mg H,O. — 3,871 mg Sbst.: 0,112 ecm 
N, (25°, 736 mm). 
C, 9H, ,0.NJ, (431,0). Ber.: C 27,86, H 2,57, N 3,25. 
Gef.: C 28,33, H 2,64, N 3,21. 


N-Acety1-3.5-dijod-4-methoxy-f-phenaithylamin (IV) 
6g rohes N-Acetyl-3.5-dijod-tyramin (III) werden in wenig Tetra- 
hydrofuran gelést und mit 60 ccm einer 4therischen Diazomethanlésung 
in bekannter Weise methyliert. Zur Tetrahydrofuran-Ather-Lésung werden noch 
40 cem Ather (oder besser Chloroform) hinzugefiigt. Das Ganze wird zweimal mit 
5-proz. Natronlauge und mit wenig Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen der 
organischen Phase mit Calciumchlorid und Abdampfen des Lésungsmittels wird 
der Riickstand aus Benzol-Petrolather umkristallisiert. Es werden 5,2 g (= 82,5%, 
d. Th.) N-Acetyl-3.5-dijod-4-methoxy-f-phenathylamin (IV) erhalten. 
Die Substanz ist léslich in Chloroform, Ather und Benzol, schwer léslich in Petrol- 
‘ither und Wasser. 
Zur Analyse wurde aus Benzol-Petrolither umkristallisiert: Farblose, glanzende 
Nadeln vom Schmp. 138—140°. 
4.990 mg Sbst.: 5,490 mg CO,, 1,330 mg H,O. — 3,309 mg Sbst.: 0,093 ccm 
N, (24,59, 736 mm). 
C,,H,,0,NJ, (445.1). Ber.: C 29,68, H 2,94, N 3,15. 
Gef.: C 30,02, H 2,98, N 3,12. 


3.5-Dijod-4-methoxy-f-phenaéthylamin (Vb) 

3,8g N-Acetyl-3.5-dijod-4-methoxy-f-phenithylamin (IV) werden 
mit einer Mischung von 19 ccm Ameisensdure, 14ccm konz. Salzsaure und 
14 com Wasser 5 Stdn. unter Riickflu8 gekocht, wobei sich etwas Jod abscheidet. 
Man entfernt die Fliissigkeit im Vakuum und bringt den Riickstand zweimal mit 
absol. Alkohol und zweimal mit absol. Benzol zur Trockene. Dann wird er dreimal 
mit je 15 cem siedendem absol. Benzol extrahiert. In den vereinigten Benzol- 
Extrakten sind 230 mg Ausgangsmaterial enthalten. Der extrahierte Riickstand, 
das rohe 3.5- Dijod-4-methoxy-f-phenathylamin-hydrochlorid (V a) wiegt 
3.4 g. 
Zur Reinigung wird es mit einer Mischung von 15 ccm 10-proz. Natronlauge 
und 120 cem Ather bis zur Lésung geschiittelt. Nachdem man die Atherphase mit 
wenig Wasser gewaschen hat, wird aus ihr mit einer konz. alkohol. Salzsiure das 
Hydrochlorid als farblose Substanz gefallt. Das trockene Produkt vom Schmp. 
210—212° wiegt 3g (= 82% d. Th.) und ist maBig léslich in kaltem, leicht in 
warmem Wasser. 

Zur Analyse wurde es aus Wasser umkristallisiert: Farblose Prismen vom 
Schmp. 213—215°. 

4,794 mg Sbst.: 4,340 mg CO,, 1,180 mg H,O. — 7,378 mg Sbst.: 0,202 ecm 
N, (19,5°, 742 mm). 

CyH,,ONJ,Cl (439,5). Ber.: C 24,60, H 2,75, N 3,19. 
Gef.: C 24,70, H 2,75, N 3,12. 

Das freie Amin, 3.5-Dijod-4-methoxy-f-phenathylamin (Vb), das 
wie oben beschrieben — in Ather iibergefiihrt wird, ]48t sich als solches nach 
Trocknen der atherischen Lésung mit wasserfreiem Kaliumcarbonat, Abdampfen 
des Lésungsmittels und Umkristallisieren aus Petrolather (Kp. 40—60°) gewinnen: 
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Farblose glanzende Blattchen, die, im polarisierten Licht betrachtet, bei 41—43° 
ihre urspriingliche Kristallstruktur verlieren und bei 55—57° schmelzen. 
5,050 mg Sbst.: 5,010 mg CO,,:1,310 mg H,O. — 3,508 mg Sbst.: 0,106 ccm 
N, (23°, 735 mm). 
C,H,,ONJ, (403,0). Ber.: C 26,82, H 2,75, N 3,47. 
, ne C 27,07, H 2,90, N 3,37. 


Zusammenfassung 
Es wird die Synthese des 3.5-Dijod-4-methoxy--phenathylamins 
beschrieben. Die Substanz wurde dargestellt, um zu priifen, ob sie die 
psychische Wirkung des Mezkalins beeinfluBt. 


Auf die mégliche Bedeutung biogener Amine als Urheber gewisser 
Erscheinungen bei Geisteskrankheiten wird hingewiesen. 


Zur Kenntnis des Oxylysins 
Von 


D. Ackermann 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1950) 


Das Oxylysin ist schon vor 25 Jahren als Spaltungsprodukt einiger 
Proteine beschrieben worden, aber kommt darin in so geringen Mengen 
vor und ist so schwer zu isolieren, daB iiber sein Verhalten im Stoff- 
wechsel, iiber die Frage seiner Entbehrlichkeit oder Unentbehrlichkeit, 
seinen biologischen Abbau usw. bisher noch kaum Untersuchungen 
angestellt werden konnten. Es wurde zuerst von Schryver, Buston 
und Mukherjee! beschrieben und spiiter vor allem von Van Slyke? 
und seinen Mitarbeitern eingehend untersucht. Bereits 1921 hatte Van 
Slyke? darauf hingewiesen, daB die ,,Lysinfraktion’* der EiweiBhydroly- 
sate noch eine unbekannte Aminosaure enthalten miisse. 

Als Isolierungsverfahren kommt die Uberfiihrung in das in kaltem Wasser 
unlésliche Bariumcarbamat*‘ und vor allem die Darstellung des Pikrates in Betracht, 
das sich von dem des Lysinpikrates durch eine etwas gréBere Léslichkeit unter- 
scheidet. Auch Benzoylierung sowie Acetylierung’® mit gleichzeitiger Benzoylierung 


1 §. B. Schryver, H.W. Buston u. D.H. Mukherjee, Proc. Roy. Soc. 
[London], Ser. B 98, 58 [1925]. 

2 D. D. Van Slyke, A. Hiller, R. T. Dillon u. D. MacFayden, Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 38, 548 [1938]; D. D. Van Slyke, A. Hiller, D. A. MacFady en, 
A. B. Hastings u. C. Klemperer, J. biol. Chemistry 133, 287 [1940]; D. D. Van 
Slyke, A. Hiller u. D. A. MacFadyen, J. biol. Chemistry 141, 681 [1941]. 

2D. D. Van Slyke u. A. Hiller, Proc. nat. Acad. Sci. USA 7, 185 [1921]. 

4 H.W. Buston u. 8. B.Schryver, Biochem. J. 15, 636 [1921]; H. L. 
Kingston u. 8. B. Schryver, Biochem. J. 18, 1070 [1924]. 

° R. L. M. Synge, Biochem. J. 33, 1924 [1939]; A. J. P. Martin u. R. L. M. 
Synge, Biochem. J. 35, 91 [1941]. 
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wurden herangezogen. Da das Oxylysin unter Einwirkung von Perjodat Formal- 
dehyd und Ammoniak abspaltet, wurde diese Reaktion zur qualitativen Fest- 
stellung und auch zur quantitativen Bestimmung® angewandt. Erneute Versuche 
zur Reindarstellung sind von Heathcote’ vorgenommen. Er bediente sich der 
fraktionierten Kristallisation der Pikrate der Lysinfraktion und erhielt aus 1 kg 
Gelatine nach 24-stdg. Kochen mit 30-vol.-proz. Schwefelsiure 80 mg eines Pi- 
krates, das er wegen der Konstanz des Schmelzpunktes von 225° als das des Oxy- 
lysins ansprach, um so mehr als sich mit HJO, daraus Formaldehyd, wenn auch 
nicht ganz in der erwarteten Menge abspalten lie8. Er erklart jedoch, daB auch die 
reinsten Proben seines Oxysinpikrates nicht ganz frei von Lysinpikrat gewesen 
selen. 

Es sollte nun ein anderes Darstellungsverfahren versucht werden, 
wobei allerdings auch auf die beschrankten Mittel des noch nicht wieder 
aufgebauten Institutes Riicksicht genommen werden muBte. 

Durch die Untersuchungen von Turba® sind wir in den Besitz einer 
ausgezeichneten Methode zur Isolierung von Lysin gekommen. Dieselbe 
beruht auf der Bildung der praktisch unléslichen ¢-Benzyliden-Kupfer- 
verbindung durch Einwirkung von Benzaldehyd auf die Lésung des 
Kupfersalzes bei Zimmertemperatur unter Einhaltung alkalischer 
Reaktion. Ein Vorversuch mit analysenreinem Oxylysinchlorid, das 
Hr. Professor Van Slyke freundlicherweise zur Verfiigung stellte, ergab 
nach lingerem Schiitteln, genau wie im Falle des Lysins einen blaBblauen 
Niederschlag in einer nun farblosen Fliissigkeit. Die aus einer solchen 
Kupferfallung abgeschiedenen Basen der Lysinfraktion eines EiweiB- 
hydrolysates (Gelatine und Fischleim) sollten nach Uberfiihrung in die 
Pikrate durch fraktionierte Kristallisation getrennt werden. Bei Ge- 
winnung der Lysinfraktion konnten die Silberfallungen umgangen werden, 
indem das Arginin mit Flaviansiure, das Histidin mit Quecksilbersulfat 
in schwefelsaurer Lésung ausgefallt wurden. Als Reinheitskriterien fir 
die beiden in Betracht kommenden Pikrate wird fiir das des Oxylysins 
der Schmelzpunkt von 225° und fiir das des Lysins der Explosionspunkt 
von 267° und auch von 252°° angegeben. Diese Werte sind aber ziemlich 
abhaingig von der Geschwindigkeit des Erhitzens, die nur schwer in 
allen Fallen iibereinstimmend zu gestalten ist. Auch handelt es sich 
nicht um ein Schmelzen, sondern um eine allmahliche Zersetzung, 
offenbar durch die oxydierende Wirkung der Nitrogruppen der Pikrin- 
saure, und so werden diese Pikrate zuerst braunlich und dann allmiahlich 
schwarz, so daB es oft nicht leicht ist, zu entscheiden, wann man die 
Temperatur ablesen soll. Auch an das Aufschiumen, den sogenannten 
Explosionspunkt des Lysinpikrates, kann man sich nicht genau halten. 
Deshalb wurden anfangs die Pikratfraktionen jedes Mal zu einem Teil 


6 D. Vorlinder, Z. analyt. Chem. 77, 241 [1929]; B. H. Nicolet u. L. A. 
Shinn, J. Amer. Chem. Soc. 61, 1615 [1939]; J. M. R. Beveridge u. C. C. Lucas, 
J. biol. Chemistry 155, 547 [1944]; M.W. Rees, Biochem. J. 40, 632 [1946]; 
P. Desnuelle u. 8S. Antonin, Biochem. Biophys. Acta 1, 50 [1947]. 

? J. G. Heathcote, Biochem. J. 42, 305 [1948]. 

8F. Turba, diese Z. 288, 19 [1948]. 

® Hoppe-Seyler u. Thierfelder, Physiol. u. Pathol. Chem. Analyse, 
9. Aufl. 263, Springer (1924). 
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mit Ather und Salzsaure in die Chloride verwandelt, um deren Schmelz- 
punkte zu bestimmen. Da indessen das jeweils erhaltene Dihydrochlorid, 
wie auch Heathcote bemerkt, sehr hygroskopisch ist und deshalb 
leicht zu niedrig schmilzt, wurde auch hiervon abgesehen und in jedem 
Falle eine C-H-Bestimmung durchgefiihrt. Hiermit ist ein zuverlassigeres 
Kriterium gegeben, weil die C-Werte des Lysinpikrates und Oxylysin- 
pikrates immerhin um 1,54°% auseinanderliegen. Daneben wurde auch 
die Papier-Chromatographie herangezogen. 

Es gelang nun nicht, mit diesem Verfahren aus Gelatine-Hydroly- 
saten zu einem analysenreinen Salz des Oxylysins zu kommen, denn 
auch die letzte der neun Pikratfraktionen gab wie alle vorherigen immer 
noch die Kohlenstoffwerte des Lysinpikrates. 


Lediglich die Papierchromatographie des aus diesem Pikrat ge- 
wonnenen Chlorides zeigte deutlich, daB neben Lysin auch Oxylysin 
vorlag. Anders verhielt sich Fischleim, der ja auch ‘sonst als das er- 
giebigste Ausgangsmaterial fiir Oxylysin bezeichnet wird. Hier erschien 
in der letzten Fraktion eine, allerdings sehr geringe Menge eines Pi- 
krates, das im Gegensatz zu allen vorhergehenden, die fiir C, H und N 
erwarteten Werte des Oxylysinpikrates gab. Eine geringe Verunreinigung 
mit Lysin muBte allerdings auch hier noch vorliegen, wie sich aus der 
Papierchromatographie des daraus dargestellten Chlorides und dem 
zu tief liegenden Zersetzungspunkt von 202° ergab. Jedenfalls kann 
aber an dem Vorkommen von Oxylysin in EiweiB auch 
nach diesen Versuchen kein Zweifel bestehen. 


Schon seit langem ist nun bekannt, daB Lysin durch Einwirkung 
von Saprophyten unter Decarboxylierung in Cadaverin’® wtibergeht. 
Entsprechende Versuche mit Oxylysin von Gale! mit Bakterien- 
Decarboxylase ergaben nur eine langsame und unvollkommene Ab- 
spaltung von CO,, wahrend eine solche von Zittle und Eldrett!? unter 
ahnlichen Bedingungen so gut wie vermiBt wurden. Es war aber denk- 
bar, daB im Falle des Oxylysins die Hydroxylgruppe durch Sapro- 
phyteneinwirkung reduziert wurde, denn schon vor Jahren hatte 
W. Linneweh’* im hiesigen Institut festgestellt, daB S-Oxybutyrobetain 
(Carnitin) unter diesen Bedingungen seine Hydroxylgruppe verliert und 
in y-Butyrobetain tibergeht. In Analogie hierzu kénnte vielleicht Oxy- 
lysin durch Bakterieneinwirkung in Lysin iibergehen. Ein hierauf ge- 
richteter Versuch mit einer allerdings sehr geringen Menge reinen 
Oxylysins fiel negativ aus und ergab, da Oxylysin, wenn auch natur- 
gemaB nicht in voller Ausbeute, wieder gewonnen wurde und weder 


10 A. Ellinger, diese Z. 29, 334 [1900]; D. Ackermann, ebenda 60, 482 
[1909]. 

11 FE. F. Gale, Biochem. J. 41, VII [1947]; E. F. Gale u. M. R. Helen Epps, 
Nature [London] 152, 327 [1943]. 

2 C. A. Zittle u. N. R. Eldred, J. biol. Chemistry 156, 401 [1944]. 

13 W. Linneweh, diese Z. 181, 54 [1929]. 
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Lysin noch Cadaverin entstanden waren; letzteres hatte im Falle der 
Bildung von Lysin auch erwartet werden kénnen. 

SchlieBlich wurden noch zwei neue Salze des Oxylysins dargestellt, 
und zwar das der Styphninsaure (Trinitroresorcin) und der Dilitursiure 
(5-Nitro-barbitursiure). Beide Salze sind etwas léslicher als die ent- 
sprechenden, gleichfalls gewonnenen Verbindungen des Lysins, und auch 
als die Pikrate beider Basen, doch ist der Unterschied so gering, daB 
man bei der Trennung von Oxylysin und Lysin kaum davon wird Nutzen 
haben kénnen. Mit Dichlorbenzolsulfonsiure, das neuerdings zur Iso- 
lierung von Histidin'* und Histamin™ mit Erfolg herangezogen ist, 
fallen beide Basen nicht. 


Beschreibung der Versuche 


750 g Fischleim (60-proz. Trockensubstanz), 170 ccm Wasser und 750 ccm 
konz. Salzsiure wurden 14 Stdn. am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Beseitigung 
des gréBten Teiles der Salzsiure im Vakuum folgte Fallung mit Phosphorwolfram- 
siure. Die aus dieser in bekannter Weise mit Baryt freigemachten Basen wurden 
bei schwefelsaurer Reaktion mit Flaviansiure gefallt. Nachdem aus dem Filtrat 
des so gewonnenen Argininflavianates die Flaviansiure beseitigt war, folgte die 
vollige Ausfallung des Histidins mit Quecksilbersulfat und Schwefelsiure. In dem 
Filtrat dieser Fallung war nach Beseitigung des Quecksilbers mit H,S und der 
Schwefelsiure mit Baryt sowohl die Sakaguchische Reaktion auf Arginin wie die 
Paulysche Diazoreaktion auf Histidin negativ. Die Ninhydrinprobe fiel ziemlich 
rétlich aus, ein Beweis, daB noch Prolin zugegen war. Es wurde deshalb die Lésung 
der freien Basen im Vakuum so sehr wie miglich eingeengt und einer Alkohol- 
extraktion unterzogen. Nach nun folgendem Kochen mit iiberschiissigem Kupfer- 
carbonat und Abfiltrieren entstand eine tiefblaue Lésung (600 ccm), die mit 40 ccm 
n-NaOH, 30 ccm Benzaldehyd und 200 ccm Methanol griindlich umgeschiittelt 
wurde. Es bildete sich ein reichlicher, hellblauer Niederschlag einer Benzyliden- 
kupferverbindung. Nach Absaugen und Lésen desselben in Schwefelsiure, Be- 
seitigung des Kupfers mit H,S, der Benzoesiure mit Ather und der Schwefelsaure 
mit Baryt lag eine Lésung vor, der noch Monoaminosauren beigemischt waren. Zu 
ihrer Beseitigung muBte noch eine erneute Fallung mit Phosphorwolframsiure 
vorgenommen werden. Jetzt erst wurde die alkalische Lésung aus kleinem Volumen 
mit gesittigter alkoholischer Pikrinsaure bis zur deutiich sauren Reaktion versetzt, 
das gleiche Volumen Alkohol zugegeben und der Niederschlag nach langerem Stehen- 
lassen abgesaugt. : 

Es folgte jetzt die Aufteilung durch fraktionierte Kristallisation, indem das 
Pikrat in viel Wasser gelést und nach dem Abkiihlen abfiltriert wurde. Einengen 
des Filtrates im Vakuum-Exsiccator auf ein kleineres Volumen fiihrte zur zweiten 
Fraktion und durch Fortsetzung dieses Verfahrens entstanden insgesamt 8 Frak- 
tionen; sie wurden sémtlich auf ihren Gehalt an C und H analysiert. Hierbei ergab 
sich, daB bei den sieben ersten Fraktionen die C-Werte zwischen 38,12 und 38,78, 
die H-Werte zwischen 4,33 und 4,76 schwankten, also iiberall die des Lysinpikrates 
(C 38,37, H 4,56) vorlagen. Nur die Analysenwerte der letzten Pikrat- 
fraktion von 16 mg stimmten mit denen des Oxylysinsikrates iiber- 
ein. 

C, H,,0:N,-C,H,0,N, (375,30). Ber. C 38,37, H 4,56, N 18,70. 
C,H,,0-N,:C,H,0,N, (€01,20). Per. C 36,83, H 4,38, N 17,30. 
Gef. C 37,14, H 4,£0, N 17,47. 


44H. B. Vickery, J. biol. Chemistry 144, 719 [1942]. 
1 A, Galat u. H.L. Friedman, J. Amer. chem. Soc. 71, 3976 [1949]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 287 4 
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Das hieraus dargestellte Chlorid wurde der Papierchromatographie (What- 
man 11) unterzogen. Reines Oxylysinchlorid von Van Slyke ergab hier Rr 0,3 
und reines Lysinchlorid Rr 0,5. Das vorliegende Chlorid aus Fischleim zeigte zwei 
voneinander getrennte Flecke, die auf gleicher Héhe endeten, wie die der beiden 
genannten Aminosiuren, so daB kein Zweifel bestehen kann, daB es sich hier im 
wesentlichen um Oxylysin handelte, das nur mit etwas Lysin verunreinigt war. 
Da die Analysenwerte der Pikrate der beiden Basen ziemlich nahe beieinander 
liegen, braucht eine solche Verunreinigung in diesen Zahlen nicht zum Ausdruck 
zu kommen. Auch sind ja die C und H-Werte des dargestellten Pikrates immerhin 
um ein geringes héher als die des Gxylsinpikrates und nahern sich noch etwas, 
wenn auch ohne Uberschreitung der meist angenommenen Fehlergrenzen, denen 
des Lysinpikrates an. 


Saprophyteneinwirkung 

353 mg analysenreines Oxylysinchlorid, 20 mg Pepton, 40 mg Traubenzucker, 
10 cm® Wasser wurden bei schwach sodaalkalischer Reaktion mit einem Tropfen 
gefaulter Pankreasaufschwemmung versetzt. Anfangs trat Sauerung auf, zu deren 
Zuriickdrangung einige Tropfen Natriumcarbonat geniigten. Nach 22 Tagen wurde 
der bei 37° gehaltene Versuch abgebrochen. Die bakteriologische Untersuchung, 
welche dankenswerter Weise Hr. Dr. Dimmling vom Hygienischen Institut 
Wiirzburg durchfiihrte, zeigte neben B. proteus, Gram-positive und Gram-labile 
Stabbakterien, ferner Staphylokokken, Streptokokken und Gram-positive nicht- 
hamolysierende Ovalkokken. Die durch Phosphorwolframfillung gewonnene 
Lésung der freien Basen gab auch als Sirup keine Fallung mit Goldchloridchlor- 
wasserstoffsiure, die auf Cadaverin hatte hindeuten kénnen. Mit alkoholischer 
Pikrinsiure wurden 380 mg eines Pikrates gewonnen, das, umkristallisiert, die 
Werte des Oxylysinpikrates (C 37,14, H 4,36) lieferte. 

Ein unter denselben Bedingungen durchgefiihrter Versuch mit der gleichen 
Menge Lysin fiihrte, wie zu erwarten, zu Cadaverin, das als Goldsalz identifiziert 
wurde (C;H,,N.. 2HAuCl,. Ber. Au 50,42, Gef. 50,21). 

Zur Darstellung zweier neuer Salze wurde das Chlorid des von Van Slyke zur 
Verfiigung gestellten von uns als analysenrein befundenen Oxylysins und des 
Lysins mit einer gesattigten, alkoholischen Liésung von Styphinséure bzw. mit 
waBriger Dilitursiure gefallt. Nach dem Umkristallisieren aus Wasser wurde analy- 
siert. 


Styphnate 


Oxylysin. C,H,,N.0; CgsH,;N,;0, (407,30). Ber. C 35,38, H 3,91. 
Gef. C 34,90, . 
0,36°{, bei 20° in Wasser lislich. 
Lysin. C,H,,N,O, C,H3;N,0, (391,30). Ber. C 36,83, H 4 
Gef. C 36,16, H 4 
0,29°% bei 20° in Wasser lislich. 
Lysin-Styphnat ist bereits von F. Schneider’ dargestellt worden. 


Diliturate 


Oxylysin. C,H,,N.0;. 2 (CsH5N,0,). Ber. C 33,07, H 3,97. 
Gef. C 32,86, H 4,10 


0,68%, bei 20° in Wasser ldslich. 


Lysin. C,H,,N,0. 2 (CsH;N,0;). Ber. C 34,13, 
Gef. C 34,20, 


0,55, bei 20° in Wasser lislich. 


16 F. Schneider, Collegium, Z. d. Internat. Ver. d. Leder-Ind. Chemiker 
Nr. 839, IIT, 1940. 
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Eine bei 20° vorgenommene Léslichkeitsbestimmung der beiden Pikrate in 
Wasser und der Phosphorwolframate in 0,25-n.H,SO, zeigte gleichfalls etwas 
gréBere Léslichkeiten im Falle des Oxylysins. Es fand sich fiir: 


Lysinpikrat 0,69°%, 

Oxylysinpikrat 0,83%, 
Lysinphosphorwolframat 2,63°%/, 
Oxylysinphosphorwolframat 2,74°%. 


Zusammenfassung 


Die Aufarbeitung eines Salzsiiurehydrolysats von Fischleim unter 
Anwendung der Benzylidenkupferfallung und eine anschlieBende 
fraktionierte Kristallisation der hieraus gewonnenen Pikrate ergab aus 
450 g trocknem Ausgangsmaterial 16 mg eines Pikrates, dessen C, H und 
N-Werte mit denen des Oxylysinpikrates gut iibereinstimmten, wenn 
auch die Papierchromatographie des daraus gewonnenen Chlorides 
noch eine geringe Beimengung von Lysin erkennen lieB. 

Bei der Saprophyteneinwirkung auf Oxylysin konnte weder eine 
Decarboxylierung noch eine Reduktion festgestellt werden. 

Das Stypkhnat und Diliturat von Oxylysin und Lysin wurde be- 
schrieben. Die Dichlorbenzolsulfonate beider Basen sind leicht léslich. 


Die Arbeit wurde mit dankenswerter Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 

Erst nach AbschluB der Untersuchung wurde mir die neueste Literatur zu- 
ginglich, aus der sich ergibt, daB inzwischen von J.C. Sheehan und W. A. Bol- 
hofer!? das Oxylysin auf dem Wege des Ionenaustauschverfahrens und der chro- 
matographischen Adsorption aus Gelatine rein gewonnen wurde. Dieselben Autoren 
beweisen die Konstitution als die einer «,e-Diamino-6-oxy-capronsiure und sichern 
sie auBerdem durch Synthese des racemischen Produktes auf zwei verschiedenen 
Wegen. Eine weitere Synthese bringt J. R. Weisiger’® und stellt die Identitat 
eines synthetischen Dibenzoyl-oxy-l-lysins mit einem entsprechenden aus Hiwei8 
gewonnenen Priparat fest. Auch J. G. Heathcote!® konnte inzwischen reines 
Oxylysinchlorid durch Austauschchromatographie aus Gelatine gewinnen und 
S. Bergstrém u. 8. Lindstedt” isolierten es auf ahnlichen Wegen. Gleichzeitig 
bringen sie weitere Beweise fiir die oben angefiihrte Konstitution sowie fiir die 
Zugehorigkeit der Base zur /-Form der Aminosduren. Auch beschreiben sie eine 
Reihe neuer Derivate. 


17 J,C. Sheehan u. W. A. Bolhofer, J. Amer. chem. Soc. 72, 2466, 2469, 
2472 [1950]. 
18 J. R. Weisiger, J. biol. Chemistry 186, 591 [1950]. 
19 J. G. Heathcote, Biochem. J.47, XX XIII, Proceed. [1950]. 
20 §. Bergstrém u. 8. Lindstedt, Skand. Arch. Biochem. 26, 323 [1950], 
und Acta Chemica Scandinavica (im Erscheinen begriffen). 
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Eine Vorrichtung zur bequemen Gewinnung von fester Kohlensaure 
Von 
M., Behrens 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Akademie fiir Medizinische Forschung und Fortbildung, 
GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1950) 


Im folgenden soll ein einfacher Apparat beschrieben werden, der es auf sehr 
bequeme Weise gestattet, jede gewiinschte Menge fester Kohlensaiure aus einer 
handelsiiblichen Kohlensiurebombe zu gewinnen*. 

Das Prinzip des Apparates geht auf eine in der Industrie iibliche Entstaubungs- 
methode zuriick. Diese beruht darauf, daB beim Auftreffen’eines Gasstromes hoher 
Geschwindigkeit auf Prallflichen die mitgefiihrten Staubpartikelchen zum Zu- 
sammenballen veranlaBt werden. Der beim Offnen einer schragliegenden Kohlen- 
siureflasche austretende Staub fester Kohlensiure wird auf diese Weise erwartungs- 
gemaB ebenfalls vergrébert und 148t sich dann leicht durch geeignete Filter ab- 
fangen. Die Einzelheiten, der von mir entwickelten Apparatur gehen aus der 
folgenden Zeichnung hervor: 


Me 


YY 














An einer schragliegenden Kohlensiurebombe ist ein tibliches Nadelventil 
angebracht. An seinem Ausgangsstutzen findet sich ein Ansatzstiick mit drei feinen 
Diisen. Der hier austretende Kohlensiurestrom trifft auf eine konische Prallflache, 
von der er auf die Seitenwand eines vorgeschalteten Rohres abgelenkt wird, um dort 
nochmals aufzuprallen und in Richtung des Rohres den Apparat zu verlassen. Bei 
richtiger Anordnung und Dimensionierung der einzelnen Teile entstrémt dem 
Apparat die Kohlensaure in Form eines relativ groben Staubes; um ihn zu sammeln, 
haben sich die tiblichen Soxhlethiilsen bewahrt. Die Soxhlethiilse wird mit der Hand 


* Anmerkung: Ich habe dieses Verfahren schon lange angewandt, um Or- 
gane oder biologische Fliissigkeiten in gefrorenem Zustande zu trocknen, ein 
Verfahren, das aus verschiedenen Griinden fiir viele biochemische Untersuchungen 
unerlaBlich ist. Einzelheiten dieses Verfahrens, das wohl zuerst von Altmann 
(1890) inauguriert wurde, finden sich in meiner Arbeit »,lsolierung von Zell- 
kernen des Kalbsherzmuskels“ diese Z. 209, 39 [1932], und in meinem Aufsatz 
iiber ,,Zellen und Gewebetrennung“ in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeits- 
methoden. Abtl. 5, Teil 10 8. 1363 (1938). 
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gegen einen Gummistopfen, der sich am auBeren Ende des Austrittsrohres be- 
findet, leicht angepreBt. Das Nadelventil wird nur wenig gedffnet und ein evtl. 
Verstopfen durch leichtes Hin- und Herdrehen des Ventilknebels verhindert. Vor 
der eigentlichen Entnahme der festen Kohlensiure empfiehlt es sich, das Ventil 
ohne vorgehaltene Hiilse kurz zu éffnen, um angesammeltes Wasser und Ol, das in 
den handelsiiblichen Bomben stets vorhanden ist, zu entfernen. Die GréBe der 
Soxhlethiilse wihlt man nach der Menge der benétigten Kohlensiure. Die Hiilse 
fiillt sich von der Wand her mit fester Kohlensiure. Wenn die Hiilse véllig mit 
Kohlensaureschnee gefiillt ist, beginnt der Kohlensiurestaub, zwischen Hiilse und 
Gummistopfen auszutreten. Die feste Kohlensaéure lai8t sich der Hiilse leicht 
entnehmen, wenn man sie eine Weile liegen laBt. Beabsichtigt man mit Aceton oder 
Ather Kaltemischungen herzustellen, so iibergieBt man die umgekehrt gehaltene, 
gefiillte Hiilse mit diesen Fliissigkeiten, bis sie damit durchfeuchtet ist. Die durch- 
trinkte Kohlensaure fallt dann als dicker Brei heraus. (Nach Abnahme des Gummi- 
stopfens kann der Apparat auch als Nadelventil benutzt werden.) 


Der Apparat wird von der Firma O. E. Kobe in Marburg hergestellt. 


Uber Synergisten von Mitosegiften 
VI. Mitteilung* 
Aporphinderivate und Colchicin 


Von 
Hans Lettré, Renate Lettré und Charlotte Pflanz 


Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforscliung der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1950) 


Unsere Beobachtung, daB8 Bulbocapnin die mitosehemmende Wir- 
kung des Colchicins verstarkt, fiihrte uns zur Bearbeitung von zwei 
Fragestellungen: erstens, wie sich andere Aporphinderivate in Kombi- 
nation mit Colchicin verhalten und zweitens, wie Stoffe, deren Wirkung 
auf die Muskelkontraktion ahnlich der des Bulbocapnins ist, sich hierbei 
verhalten. Uber die erste Frage soll hier berichtet werden. Durch das 
liebenswiirdige Entgegenkommen, fiir das auch hier gedankt sei, der 
HHrn. Prof. Wessely-Wien, der uns Praparate aus der Alkaloid- 
sammlung von Prof. E.Spath (+) zur Verfiigung stellte, und Dr. Zima, 
Firma E. Merck-Darmstadt, waren uns neun weitere Aporphinderivate zu- 
giinglich: Apomorphin, Morphothebain, Corytuberin, Corydin, Boldin, 
Glaucin, Laurotetanin, Laurotetanin-O-methylither und N-Acety]- 
laurotetanin (Formeln? siehe Tab. 1). Dadurch war es uns zugleich 


1H. Lettré, R. Lettré u. Ch. Pflanz, IV. u. V. Mitt., Naturwiss. 37, 563 
[1950]; 88, 13 [1951]; IIT. Mitt., diese Z. 286, 212 [1951]. 

2 H. G. Boit, Fortschritte der Alkaloidchemie seit 1933, Akademie-Verlag 
Berlin 1950. 
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R, 


| 
Rs. de 


R, | \Y 


CH, 


R;, ff > anh 


NR, 

CH, 
RY \ / cH 
Tab. 1. Aporphinderivate. 


Effekt: + = Verstaérkung der Colchicinwirkung, 
— = keine Verstarkung. 


R, R, R, R, R; 
Apomorphin .—CH, —H —OH -—-OH -H 
Morphothebain —CH, —H —OCH, -—OH —H 
Corytuberin . .—CH, —H —OH -—OCH, —OH 
Corydin . . .—CH, —H —OCH, —OCH, —OH 
Bulbocapnin .—CH, —H —OCH, -OH -—O--CH, —O— 
Boldin . . . .—CH, —OH -—OCH, —H —OCH, —OH 
Glaucin. . . .—CH, —OCH, —OCH, —H —OCH, —OCH, 
Laurotetanin .—H —OH --OCH, —H —OCH, -—OCH, 


Laurotetanin- 
methylather .—H —OCH, —OCH, —H —OCH, -—OCH, 


N-Acetyl-lauro- 
tetanin . . .—CO—CH, —OH -OCH, --H —OCH, —OCH, -- 


mdoglich, eine Liicke zu schlieBen, die wir bei unseren friiheren Priifun- 
gen von Alkaloiden auf eine Mitosegiftwirkung gerade in der Aporphin- 
gruppe offenlassen muBten*®. Keiner dieser Stoffe zeigte aber trotz der 
strukturellen Verwandtschaft zum Colchicin eine gleichartige mitose- 
hemmende Wirkung auf in vitro geziichtete Fibroblasten. Hierbei ist 
von Interesse, daB Guy Deysson‘ mit Boldin an pflanzlichen Objekten 
Mitosestérungen beobachtet hat. In Kombination mit Colchicin zeigten 
aber einige dieser Aporphinderivate eine verstarkende Wirkung wie das 
Bulbocapnin. Die mit der friiher beschriebenen Methodik erzielten 
Ergebnisse an in vitro geziichteten Fibroblasten sind in Tab. 2 aus zahl- 
reichen Versuchen in gekiirzter Form zusammengestellt. 


° H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 281, 133 [1944]. 
4 Guy Deysson, Contribution 4 l’étude du ,,syndrome mitoclasique“. 


Centre de Documentation universitaire, Paris 1948. 
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‘Tab. 2. Wirkung von Aporphinderivaten und ihrer Kombination mit Colchicin 
auf die Zellteilung. 


Spindelzustand: + keine Schadigung; — vollstandige Schadigung. 





Zugesetzte Dosis in y/ccm Prozentzahl Spindel- 
* Colchicin | Aporphinderivat der Mitosen zustand 





(07— 


Apomorphin 
60 


30 


30 
Morphothebain 
40 


20 
10 
20 
10 
2,5 (verfarbt) 
Corytuberin 
40 
20 


40 

20 

10 
Corydin 














Hans Lettré, Renate Lettré u. Charlotte Pflanz, Bd. 287 (1951) 





Zugesetzte Dosis in y/ccm Prozentzahl Spindel- 
Colchicin | Aporphinderivat 


Laurotetanin + 
- ae 
at 


der Mitosen zustand 





2,1 
Laurotetanin-O- 
methylather 

32 
16 
0,011 - 
0,011 16 
0,011 8 
0,011 4 
N-Acetyl]-lauro- 

tetanin 





001 | 3,2 
0,01 r 5,é 4.0 

Apomorphin. In unserer friiheren Untersuchung’ fanden wir, daB 
Apomorphin mit 75y/ccm keinerlei Wachstumshemmungen bewirkt. 
Die Auszahlungen der Mitosezahlen bei Dosen von 60 und 30 y ergaben 
keine Abweichungen von der Zahl in unbehandelten Kulturen. Die glei- 
chen Dosen bewirkten zusammen mit Colchicin keine Verstaérkung der 
Mitosehemmung. 

Morphothebain. Der Zusatz von Morphothebain alleine zu einer 
Fibroblastenkultur bewirkt eine geringfiigige Steigerung der Zahl der 
Mitosen, die aber keine Schidigungen aufweisen; es handelt sich még- 
licherweise um eine Verlangsamung des Mitoseablaufs. In Kombination 
mit Colchicin zeigte sich bei frisch hergestellten Morphothebainloésungen 
keine verstirkende Wirkung. Gealterte, verfiirbte Lésungen zeigten 
verstarkende Wirkung; wir haben diesen Effekt noch nicht weiter ver- 
folgt. 
Corytuberin. Dieses Alkaloid der Corydalisknolle bewirkt in den 
untersuchten Konzentrationen von 40 y/ccm abwiarts weder selbst eine 
Mitosehemmung noch verstarkt es die Colchicinwirkung. Nach langerem 
Aufbewahren verfarbte Lésungen zeigen in diesen Dosen verstairkende 
Wirkung. 

Corydin. Dieses Begleitalkaloid des Bulbocapnins zeigt die Eigen- 
schaften des Bulbocapnins; es hat selbst keine zellteilungshemmende 
Wirkung, verstaérkt aber in Dosen iiber 4y/ecm die Colchicinwirkung. 

Boldin. Es ist das Alkaloid der Bolboblitter von Boldea fragans. 
Chemisch unterscheidet es sich von den zuvor erwihnten Aporphin- 
derivaten dadurch, daB in ihm das C-Atom 4 nicht, statt dessen das 
C-Atom 2 substituiert ist. In Dosen von 50 und 100 y/ecm bewirkt Boldin 
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die Bildung mehrkerniger, stark deformierter Zellen. In diesen Dosen 
iiberwiegt auch in der Kombination diese Boldinwirkung iiber die 
Colchicinwirkung. Konzentrationen von 25 y und weniger bedingen keine 
erkennbare Zellschadigung mehr, zeigen aber auch keine Verstarkung 
der Wirkung von gleichzeitig zugesetztem Colchicin. 

Glaucin. Dieses Alkaloid findet sich im Kraut vonGlaucium luteum ; 
chemisch ist es der Dimethylaither des Boldins. In einer Konzentration 
unter 40y/ccm verursacht es allein keine Teilungsstérung an Fibro- 
blasten. Mengen um 100y/ccm bewirken das Auftreten mehrkerniger, 
eigenartig verformter Zellen, deren genauere cytologische Untersuchung 
von Interesse erscheint; das Erscheinungsbild unterscheidet sich stark 
von dem einer Colchicinwirkung. Mengen iiber 150 y/ccem unterbinden 
das Wachstum véllig. Im Gemisch mit Colchicin bewirkt Glaucin schon 
in kleinen Dosen eine Verstirkung der Mitosehemmung. Bei einer Dosis 
von 0,012 y/ecm Colchicin fanden wir die untere Grenze der verstirken- 
den Dosis zwischen 0,5 bis 1 y/ecm, also bei einer Konzentration, die 
allein keinerlei morphologisch erkennbare Zellveranderungen bewirkt. 
Im Hinblick auf die Parallele zwischen Spindel- und Muskelkontraktion 
ist es von Interesse, daB Glaucin ein Starr- und Unerregbarwerden der 
quergestreiften Muskeln bewirkt?. 

Laurotetanin. Dieser Stoff wurde von Greshoff® aus indischen 
Lauraceen isoliert und verdankt seinen Namen seiner strychninahnlichen, 
tetanisierenden Wirkung. Chemisch ist Laurotetanin ein Derivat des 
Noraporphins, dessen N-Atom nicht methyliert ist. In Mengen von 
33 y/ecm hat Laurotetanin allein keine teilungshemmende Wirkung. 
In Kombination mit Colchicin kommt aber seiner Muskelwirkung ent- 
sprechend eine deutliche Verstirkung der Mitosehemmung zum Aus- 
druck. 

Laurotetanin-O-methylather. Dieses synthetische Derivat 
des Laurotetanins verhalt sich ganz wie seine Muttersubstanz. Allein 
ohne Wirkung verstarkt es die Colchicinwirkung. 

N-Acetyl-laurotetanin. Bemerkenswerterweise zeigt dieser 
Stoff keine verstaérkende Wirkung bei Zusatz zu Colchicin. Allein zeigt 
er mit 20 y/ecm eine ganz geringfiigige Erh6hung der Zahl der Mitosen, 
ohne daB diese Schaidigungen aufweisen. 

Nach diesen Ergebnissen findet sich der synergistische Effekt des 
Bulbocapnins gegeniiber Colchicin auch bei anderen Aporphinderivaten 
wieder. Wir haben uns durch Stichproben tiberzeugt, daB die gleichen 
Stoffe auch die Wirkung des N-Methyl-colchicamids verstairken. Soweit 
Literaturangaben hieriiber vorliegen, sind die verstairkenden Stoffe 
pharmakologisch als Muskelgifte bekannt. Chemisch ergibt sich bei den 
untersuchten Stoffen ein einfacher Unterschied zwischen den verstirken- 
den und den nicht verstarkenden, indem die letzteren zwei freie Phenol- 


5 E. Starkenstein, Handbuch der experimentellen Pharmakologie II, 2, 


1093 [1924]. 
6 Greshoff, Ber. dtsch. chem. Ges. 23, 3537 [1890]. 
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gruppen in ihrem Molekiil enthalten, waihrend die verstirkenden héch- 
stens eine freie Phenolgruppe besitzen. In dieser Abhangigkeit besteht 
eine Parallele zu der Mitosegiftwirkung, bei welcher Verbindungen mit 
freien Phenolgruppen unwirksam sind, wihrend die entsprechenden 
Ather Wirksamkeit besitzen. Der Fall des N-Acetyl-laurotetanins ohne 
verstairkende Wirkung spricht fiir die Notwendigkeit des freien Amins 
(tertiar oder sekundar) fiir die Wirkung. Die hier angefiihrten Beispiele 
bringen weitere Belege fiir die Spezifitét der synergistischen Wirkung. 
Nicht nur liegt die hierbei wirksame Dosis der Stoffe weit unterhalb der 
fiir eine morphologische Schidigung notwendigen, sondern auch geringe 
Anderungen am Molekiil bringen die Wirkung zum Fortfall. 

Frl. Ursula Héwener danken wir fiir ihre fleiBige Mithilfe bei der Durch- 
fiihrung der Arbeiten. Frl. Anna Gintowt (Diss. Heidelberg 1950) hat sich 
dankenswerterweise an der Auswertung der gefirbten Priparate beteiligt. Der 
Stiftung fiir Krebs- und Scharlachforschung an der Universitat Heildelberg sind 
wir fiir die finanzielle Unterstiitzung zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. Die Aporphinderivate Apomorphin, Morphothebain, Cory- 
tuberin, Corydin, Boldin, Glaucin, Laurotetanin, Laurotetanin-methyl- 
aither und N-Acetyl-laurotetanin zeigen an in vitro geziichteten Fibro- 
blasten keine Mitosegiftwirkung. 

2. Von diesen Stoffen zeigen neben dem friiher untersuchten Bulbo- 
capnin das Corydin, Glaucin, Laurotetanin und der Laurotetanin-methyl- 
ather eine verstirkende Wirkung auf die Mitosehemmung des Colchicins. 
Die Verbindungen mit zwei freien Phenolgruppen haben keine ver- 
stirkende Wirkung, ebenso das N-Acetyl-laurotetanin. 


Weitere Untersuchungen iiber eine Mitosegiftwirkung von 
Alkaloiden , 
Von 
Hans Lettré und Marianne Albrecht 
Aus dem Allgem. Institut gegen die Geschwulstkrankheiten im Rudolf-Virchow-Krankenhaus Berlin 
dem Chemischen Institut der Universitat Gottingen und dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung 
der Universitit Heidelberg 

(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1950) 

1944 haben wir iiber die Priifung von Alkaloiden, die in ihrem 
Molekiil die Gruppierung des Stilbylamins enthalten, auf ihre Mitose- 
giftwirkung berichtet! und hierbei neben dem Narkotin® Alkaloide aus 
Chelidonium majus als wirksam befunden, wihrend die Mehrzahl der 


1H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 281, 133 [1944]. 
2 H. Lettré u. M. Albrecht, Naturwiss. 30, 184 [1942]. 
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Alkaloide unwirksam war. Die Ergebnisse der Priifung von Alkaloiden 
ohne Beziehung zur Stilbylamingruppe sind inzwischen nur zusammen- 
fassend behandelt worden®. Da wir bei unseren Arbeiten iiber Syn- 
ergisten von Mitosegiften* uns erneut mit dieser Stoffklasse beschiftigen, 
erscheint es erwiinscht, die Ergebnisse genauer zu beschreiben, wobei 
auch noch weitere Resultate mit Alkaloiden mit Beziehung zur Stilbyla- 
mingruppe erwahnt werden sollen. Die untersuchten Alkaloide werden 
in der Reihenfolge bésprochen, wie sie in Karrers Lehrbuch der organi- 
schen Chemie angegeben ist; zur Konstitution der Alkaloide sei auf die 
Biicher von H. G. Boit® und von Winterstein-Trier® verwiesen. 

Aus der Gruppe der Alkaloide vom Typus der aromatischen Amine 
standen uns Damescenin und Capsaicin nicht zur Verfiigung. Jedoch 
haben wir friiher® schon Anthranilsiure-methylester und Benzylamin 
untersucht, ohne eine Mitosegiftwirkung festzustellen. Von den Phenyl- 
athylamin-Alkaloiden wurden schon Ephedrin, Tyramin, Hordenin und 
Mezcalin mit negativem Ergebnis untersucht’. 

Von den Alkaloiden mit Pyrrolkern wurden Hygrin und Nicotin 
gepriift; sie waren ebenso wie die Pyridinalkaloide Coniin und Lobelin 
ohne Wirkung auf die Kernteilung. Das in Wasser schwerlésliche Piperin 
wurde nach einem Verfahren gepriift, das sich bei der Untersuchung 
anderer wasserschwerléslicher Mitosegifte bewahrt hat, um iiberhaupt 
qualitativ eine Wirkung festzustellen. Bringt man einen Kristallsplitter 
der zu priifenden Substanz in die Nahe der Gewebekultur, so geht im 
Laufe von 24 Stdn. eine gewisse Menge in Lésung und diffundiert zu den 
Zellen, so daB eine Wirkung beobachtet werden kann®. Bei wasser- 
unléslichen Mitosegiften kann man durch Variation des Abstandes 
des Kristalls von der Zellkultur die Wirkung abstufen und die Wirk- 
samkeit orientierend feststellen. Im Falle des Piperins ergab die Priifung 
nach dieser Methode keinen Anhalt fiir eine Mitosegiftwirkung. 

Die Gruppe der Alkaloide mit kondensierten Pyrrolidin- und Pipe- 
ridin-Ringen enthielt unter den untersuchten Vertretern: Atropin, 
Hyoscyamin, Scopolamin, Ecgonin, Cocain, Pelletierin, Lupinin und 
Lupinidin kein Mitosegift. Das gleiche Ergebnis wurde mit den Alkaloiden 
mit Chinolinring: Cinchonin, Cinchonidin, Chinin, Chinidin und weiter 
mit Cinchotenin erhalten. Die Alkaloide mit Isochinolinring: Pellotin, 
Anhalonin, Carnegin und weiter Cotarnin waren ebenfalls ohne Mitose- 


3-H. Lettré, Die Pharmazie 1, 145 [1946]; Naturwiss. 88, 75 (1946—47); 
Ergebnisse der Enzymforschung Bd. X, S. 269 [1949]; Ergebn. Physiol., biol. 
Chem. exp. Pharmakol. 46, 379 [1950]. 

4H. Lettré, R. Lettré u. Ch. Pflanz, VI. Mitt. diese Z. 287, 53 [1951]. 

5 H. G. Boit, Fortschritte der Alkaloidchemie seit 1933. Akademie-Verlag 
Berlin 1950. Winterstein-Trier, Die Alkaloide. Berlin 1931. 

° H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 279, 206 [1943]. 

7H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 271, 200 [1941]. 

8 Diese Methode ist dargestellt in dem Zeitrafferfilm von H. Lettré, Mitose 
und Mitosegifte; Hochschulfilm V 66 des Instituts fiir Film und Bild, Géttingen, 
Bunsenstr. 10. 
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giftwirkung. Es folgen nach ihrer Konstitution die schon friher be- 
schriebenen Alkaloide der Papaverin- und Berberingruppe, Colchicin, 
Morphin- und Kryptopin-Alkaloide; auf weiter untersuchte Vertreter 
dieser Gruppen wird unten eingegangen. 

Aspidospermin und Yohimbin wurden als Vertreter der Harman- 
gruppe untersucht und unter den restlichen Alkaloiden Pilocarpin, 
Physostigmin, Eseridin, Aconitin, Strychnin und Brucin. Die Alkaloide 
aus der Brechwurzel (Psychotria ipecacuanha) Emetin und Cephaelin 
erschienen von besonderem Interesse, da Brock, Druckrey und 
Herken ® mit diesen Alkaloiden am Seeigelei eine Kernteilungshemmung 
erzielten. Wie die obigen Alkaloide waren diese Stoffe jedoch an Hihner- 
herzfibroblasten als Mitosegifte unwirksam, obschon sie eine Wachs- 
tumshemmung bewirken. Als weitere Alkaloide wurden noch Lycopodin, 
Lycoctonin, Agaricin, Aricin, Gelseminin und Taxin mit gleichem nega- 
tiven Ergebnis untersucht. Auch die sterinartigen Alkaloide Veratrin 
und Solanin sind keine Mitosegifte. Aus den von uns untersuchten 
Stoffen seien hier als stickstoffhaltige Pflanzenprodukte noch Amygdalin, 
Coffein und Theobromin genannt, die aber auch keine Teilungshemmung 
zeigten. 

Von 47 Alkaloiden, Derivaten und anderen stickstoffhaltigen 
Pflanzenstoffen, die keine strukturelle Beziehung zur Stilbylamin- 
gruppe besitzen, erwies sich keine Verbindung als Mitosegift. Als mor- 
phologisch erkennbare Wirkung ergibt sich einmal die Bildung waBriger 
Vakuolen innerhalb der Zelle, die wir bei der Einwirkung geniigend 
basischer Amine stets beobachten konnten®. Eine weitere Wirkung 
besteht in der Verfettung der Zellen unter der Einwirkung mancher 
Alkaloide, die vielleicht auf eine Stoffwechselschadigung zuriickzu- 
fiihren ist. Hr. Dr. H. Schmitz! hat daher begonnen, die Wirkung der 
. verschiedenen Alkaloide auf den Stoffwechsel normaler und maligner 
Zellen mit unseren Befunden vergleichend zu untersuchen. 

Wir haben noch weitere Untersuchungen unternommen zu der 
Frage, wovon die Wirksamkeit bzw. Nichtwirksamkeit der Alkaloide 
mit der Stilbylamingruppe abhingt. Inzwischen konnten noch das 
Oxyacanthin und das d-Tubocurarin untersucht werden, die nach ihrem 
Aufbau® der Papaveringruppe verwandt erscheinen; sie hatten keine 
Mitosegiftwirkung. Die Problemstellung, die sich aus der Untersuchung 
der Alkaloide mit Stilbylamingruppe' ergeben hatte, war, ob die Nicht- 
wirksamkeit bedingt ist durch die besondere Art des Einbaus der Gruppe 
in ein Alkaloid oder ob entsprechend der Feststellung eines Unter- 
schiedes zwischen einer Dioxymethylengruppe und zwei o-stindigen 
Methoxylen" (s. Formel I) sie daher riihrt, da die meisten der Alkaloide 
Methoxyle enthalten. Im Falle der Benzylisochinolin-Alkaloide war zu 


® N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Path. Pharmakol. 193, 679 [1939]. 

10 H. Schmitz, Z. Krebsforschg. 57, 137 [1950]; 57, im Druck. 

1H. Lettré u. J. Delitzsch, diese Z. 281, 139 [1944]. 
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priifen, ob die dem Papaverin, Tetrahydro-papaverin (II) oder Laudanosin 
entsprechende Verbindung mit Dioxymethylengruppen statt der Me- 
thoxyle ein Mitosegift ist. Unter dem Namen Eupaverin wird ein syn- 


wirksam 
unwirksam 
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R,—R, = —O—CH,—O— _  Protopin, wirksam 


thetisches Produkt anstelle von Papaverin verwendet. Von der Firma 
E. Merck-Darmstadt iiberlassenes Eupaverin und Tetrahydro-eupa- 
verin (II) erwiesen sich in allen untersuchten Dosen als unwirksam. Von 
Hrn. Prof. Spath erhielten wir eine Probe Tetrahydro-coptisin (III), 
das dem Tetrahydro-berberin (III) ahnlich gebaut ist, aber zwei Dioxy- 
methylengruppen besitzt. Tetrahydro-coptisin zeigte jedoch keine Mitose- 
giftwirkung. Aus diesen Fallen koénnte die SchluBfolgerung gezogen 
werden, daB von den beiden Méglichkeiten der Deutung der Nichtwirk- 
samkeit die besondere Art des Einbaus der Stilbylamingruppe in das 
Molekiil den Ausschlag gibt, derart, daB bei den Benzylisochinolinen und 
den Berberintypen keine Wirksamkeit vorhanden ist, auch wenn eine 
bisher als notwendig und ausreichend erkannte Substituierung vorliegt. 
Eine Wirksamkeit wire nur bei Einbau der Stilbylamingruppe in das 
Colchicinskelett (Formel nach Windaus) und das Chelidoninskelett vor- 
handen. 

Jedoch stehen noch zwei Ausnahmen neben diesen Befunden. 
Erstens im Falle der Benzylisochinolinalkaloide das Narcotin als schwach 
wirksames Mitosegift, so daB also doch dieser Typ einen wirksamen Ver- 
treter stellt und fiir ihn besondere GesetzmaBigkeiten der Substitution 
gelten wiirden. Gerade im Falle des Narcotins bleibt aber der schon 
friiher ausgesprochene Verdacht, daB in den Narcotinpraparaten eine 
Begleitsubstanz vorhanden ist, welche die Wirksamkeit bedingt. 2. Eine 
Uberraschung brachte die Untersuchung der Kryptopin-Alkaloide (IV). 
Kryptopin besitzt keine Wirkung, wahrend Protopin mit Dosen um 
30 y/eem eine eindeutige Wirksamkeit zeigte. Protopin unterscheidet 
sich in seiner Konstitution von allen bisher bekannten wirksamen 
Alkaloiden und Stilbylaminen. Man mu8 aber daran denken, daB die als 
Testobjekt verwendete, in vitro geziichtete Zelle nicht nur ein MeB- 
instrument darstellt, an dem wir die Wirkung ablesen, ohne daB es selbst 
an dem Geschehen teilnimmt, sondern dai die Zelle auch zu aktiven 
Leistungen befahigt ist und durch ihren Stoffwechsel einen zugesetzten 
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Stoff so veréndern kann, da8 er die Wirkungen eines Mitosegiftes erlangt. 
Auf chemischem Wege laBt sich Protopin leicht in Stoffe mit dem 
Vierringskelett des Berberins tiberfiihren. Derivate dieses Typs haben 
sich aber nicht als Mitosegifte erwiesen. Vielleicht kénnte man eine 
Umwandlung der Carbonylgruppe durch reduktive Aminierung anneh- 
men, wie wir sie im Falle des Rotenons durch die Darstellung des ent- 
sprechenden Amins, das sich als wirksam erwies, als méglich aufzeigen 
konnten®, Protopin wire zunichst als ein mégliches ,, Promitosegift“ zu 
registrieren. 

Die Untersuchung von iiber 50 weiteren Alkaloiden fiihrte nur in 
einem Falle zur Auffindung einer schwach wirksamen Verbindung. Die 
Ergebnisse beweisen weiterhin die auBerordentliche Spezifitat der Er- 
scheinung der Mitosegiftwirkung. Unsere Befunde iiber Synergisten von 
Mitosegiften haben uns eine neue Methode an die Hand gegeben, fest- 
zustellen, ob ein Stoff nicht doch auf den Chemismus der Mitose einen 
EinfluB hat, auch wenn dies mit ihm alleine morphologisch nicht erfaB- 
bar ist. Die Untersuchungen der Kombinationen von Colchicin mit 
zweiten Stoffen kénnen daher nicht nur zur Analyse der Wirkung des 
Colchicins, sondern auch der zweiter Stoffe dienen. 

Den HHrn. Prof. Feist-Géttingen, Schépf-Darmstadt, Spath-Wien, Awe- 
Braunschweig, den Firmen Béhringer & Séhne, Mannheim-Waldhof, und 
E. Merck-Darmstadt danken wir fiir die Uberlassung von Alkaloiden, die uns die 
Durchfiihrung dieser Untersuchung erméglichte. 


Ergebnisse der Versuche 


Die Versuche wurden an in der Gewebekultur geziichteten Hiihnerherz- 
fibroblasten durchgefiihrt. Eine 48 Stdn. alte Kultur wird halbiert; die eine Halfte 
dient als Kontrolle in einem normalen Kulturmedium aus 1 Tl. Hiihnerplasma, 
1 Tl. Embryonalextrakt und 1 TI. Ringerlésung. Die andere Halfte wird in ein 
Medium explantiert, das aus 1 Tl. Hiihnerplasma, 1 Tl. Embryonalextrakt und 
1 Tl. Ringerlésung, in der die zu priifende Substanz gelést ist, besteht. Die ange- 
gebenen Konzentrationen in y/ecm sind die Endkonzentrationen. Die Auswertung 
erfolgte durch Vergleich des Wachstumsareals und des morphologischen Bildes 
der Zellen der Versuchskultur mit dem der Kontrollkultur. 


Hygrin-hydrobromid: 65, 32 schwaches Wachstum, Vakuolisierung der Zellen. 
13 Wachstum etwas schlechter als die Kontrolle, Vakuolisierung. 6,5 ohne 
Unterschied gegen die Kontrolle. 

Nicotin-tartrat: 120 ohne Unterschied gegen die Kontrolle. 

Coniin-hydrobromid: 130 maBiges Wachstum der Kulturen, Vakuol. 55 gutes 
Wachstum, leichte Vakuolisierung. 27 ohne Unterschied. 

Lobelin: 100 schwaches Wachstum, breite, verfettete Zellen. 50 Wachstum ge- 
ringer als Kontrolle, verfettete Zellen. 25 Wachstum etwas geringer als Kon- 
trolle. 

Piperin: wurde in fester Form gepriift, kee Wirkung. 

Atropin: 160 fast kein Wachstum, breite, verfettete Zellen. 80 gutes Wachstum, 
leichte Verfettung. 40 ohne Unterschied. 

Hyoscyamin: 60, 30 gutes Wachstum, Fettvakuolen, 15 leichte Vakuolen, 7,5 
ohne Unterschied. 

Scopolamin: 110, 55 und 27 ohne Unterschied. 

Eegonin: 120, 60 ohne Unterschied. 
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Cocain: 120, 60 ohne Unterschied. 

Pelletierin: 140 gutes Wachstum, starke Vakuolisierung, 70, 35 gutes Wachstum, 
leichte Vakuolisierung. 17 ohne Unterschied. 

Lupinin: 45, 20 gutes Wachstum, Vakuolisierung. 10, 5 ohne Unterschied. 

Lupinidin: 80 gutes Wachstum, Vakuolisierung. 40 gutes Wachstum, leichte 
Vakuolisierung. 25 fast ohne Unterschied. 

Cinchonin: 180, 100 kein bis geringes Wachstum. 50 geringes Wachstum. 30 
ohne Unterschied. 

Cinchonidin: 240 kein Wachstum, 120 schwaches Wachstum. 50 Wachstum 
geringer als Kontrolle. 25 Wachstum etwas geringer als Kontrolle. 

Chinin: 250 kein Wachstum, 125 geringes Wachstum, fettige Vakuolen. 65 ge- 
ringer Unterschied gegen die Kontrolle, 50 ohne Unterschied. 

Chinidin: 100 geringes Wachstum, fettige Vakuolen, 50 gutes Wachstum, leichte 
Fettvakuolen. 25 ohne Unterschied. 

Cinchotenin: 100 ohne Unterschied gegen die Kontrollen. 

Pellotin: 110 gutes Wachstum, starke Vakuolisierung. 55 gutes Wachstum, 
leichte Vakuolisierung. 27 ohne Unterschied. 

Anhalonin: 100, 50 gutes Wachstum, Vakuolisierung. 25 leichte Vakuolisierung. 

Carnegin: 80 mittleres Wachstum, starke Vakuolisierung. 40 leichte Vakuoli- 
sierung. 20 ohne Unterschied. 

Cotarnin: 30 geringes Wachstum, 5 Wachstum etwas geringer als Kontrolle. 
1 ohne Unterschied. 

Apidospermin: 120 sehr schwaches Wachstum der Kulturen; 60, 30, 15 gutes 
Wachstum, abnehmende Vakuolisierung. 

Yohimbin:-100 gutes Wachstum. 

Pilocarpin: 100 gutes Wachstum. 

Physostigmin: 90 Verfettung der Zellen; 45 ohne Unterschied gegen Kontrolle. 

Eseridin: 100 gutes Wachstum. 

Aconitin: 70 etwas geringeres Wachstum als Kontrolle, Vakuolisierung; 35 gutes 
Wachstum, leichte Vakuolisierung. 

Brucin: 200 kaum Wachstum, starke Zellschidigung; 80, 40 gutes Wachstum, 
leichte Vakuolisierung und Verfettung; 20 ohne Unterschied gegen Kontrolle. 

Strychnin: 80 geringes Wachstum starke Zellschidigung; 40 gutes Wachstum, 
Verfettung der Zellen; 20 gutes Wachstum, ganz leichte Verfettung der 
Zellen. 

Emetin: 30 kein Wachstum; 10 bis 2 geringes Wachstum, Zellschadigung; 1 ohne 
Unterschied. 

Cephaelin: 30 kein Wachstum; 3 schwaches Wachstum, Zellschadigung; 1 ohne 
Unterschied. 

Lycopodin: 100 Wachstum geringer als Kontrolle, Vakuolisierung; 50 gutes 
Wachstum, Vakuolisierung; 20 ohne Unterschied gegen Kontrolle. 

Lycoctonin: 140, 70 gutes Wachstum, leichte Vakuolisierung. 

Agaricin: 40 kaum Wachstum; 20 schwaches Wachstum, Zellschidigung; 10 ohne 
Unterschied. 

Aricin: 70 Wachstum geringer als Kontrolle; 35 ohne Unterschied. 

Gelseminin: 120 Wachstum etwas geringer als Kontrolle; 60 ohne Unterschied. 

Taxin: 110, 55 ohne Unterschied. 

Veratrin: 50 Wachstum etwas geringer als Kontrolle; 40, 20, 10 ohne Unterschied. 

Solanin: 1C0 kein Wachstum; 0 Wachstum etwas geringer als Kontrolle; 10 ohne 
Unterschied. 

Amygdalin: 100 ohne Unterschied. 

Coffein: 75 ohne Unterschied. 

Theobromin: 70 ohne Unterschied. 

Oxyacanthin: 1C0 kein Wachstum; 50 Wachstum geringer als Kontrolle, starke 
Zellschadigung; 25 gutes Wachstum, Zellen verfettet; 12,5 ohne Unterschied. 

d-Tubocurarin: 36, 18 chne Unterschied gegen Kontrolle. 
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Eupaverin: 80 Wachstum geringer als Kontrolle, Verfettung der Zellen; 40 gutes 
Wachstum, leichte Verfettung; 20 ohne Unterschied. 

Tetrahydro-eupaverin: 60 Wachstum geringer als Kontrolle, Zellverfettung; 
30 gutes Wachstum, leichte Verfettung; 15 ohne Unterschied. 

Tetrahydro-coptisin: 50 Wachstum etwas geringer als Kontrolle, 10, 5 ohne 
Unterschied. 

Kryptopin: 80, 40 Wachstum geringer als Kontrolle, Vakuolisierung; 20, 10 gutes 
Wachstum. 

Protopin: 130 kein Wachstum; 100 kaum Wachstum; 65, 50 Wachstum geringer 
als Kontrolle, deutliche Mitosehemmung; 30 leichte Mitosehemmung; 25 
Mitosehemmung kaum erkennbar; 12,5 ohne Unterschied. 


Zusammenfassung 

1. Die Priifung von 43 Alkaloiden, Derivaten und pflanzlichen 
Stoffen, die keine strukturelle Beziehung zur Stilbylamingruppe haben, 
an in vitro geziichteten Hiihnerherzfibroblasten fiihrte zu der Fest- 
stellung, daB keiner dieser Stoffe eine Mitosegiftwirkung besitzt. 

2. An Alkaloiden mit der Stilbylamingruppe wurden weitere 
Untersuchungen iiber die Bedeutung der Dioxymethylengruppe durch- 
gefiihrt. Protopin, das schwache Wirksamkeit besitzt, wird als ein 
Promitosegift angesehen. 


Biochemie verzweigter Carbonsaduren 
V. Mitteilung 
Darstellung simtlicher d,J-Monomethyl-palmitinsiuren 


Von 
Giinther Weitzel und Jutta Wojahn 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
zu Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1950) 


In der Natur wurde bisher nur eine methylierte Palmitinsaure auf- 
gefunden: die rechtsdrehende 14-Methyl-hexadecansaure. Sie 
kommt neben zahlreichen weiteren ,,I[so‘‘- und ,,Ante-iso‘‘-Saéuren im 
Wollfett vor!. Ausgehend von d(-)-2-Methyl-butanol-(1) aus Fuselél 
stellten Velick und English? die d-14-Methyl-palmitinsaéure synthe- 
tisch dar und bewiesen ihre Identitaét mit der natiirlichen Saure aus 
Wollfett. Daneben sind diejenigen beiden Methylpalmitinsaéuren be- 
kannt, welche die Verzweigung am carboxyl-nahen und am carboxyl- 
fernen Ende der Kohlenwasserstoffkette tragen: Aus «-Brom-palmitin- 


1 A.W. Weitkamp, J. Amer. chem. Soc. 67, 447 [1945]. 
2 §.F. Velick u. J. English, J. biol. Chemistry 160, 473 [1945]. 
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siure und Methyl-magnesiumjodid gewannen Morgan und Holmes? die 
d,l-2-Methyl-palmitinsiure, waihrend im Laboratorium von Sten- 
hagen* die d,l-15-Methyl-palmitinsiure als Glied einer Serie 
homologer Isoséuren (d. h. Saiuren mit der Isopropyl-Konfiguration am 
carboxylfernen Ende) mit 13, 15, 17, 24, 25, 26 und 35 Kohlenstoff- 
atomen aufgebaut wurde. 

Im Rahmen unseres Programms zur Darstellung homologer und 
analoger Reihen verzweigtkettiger Fettsiuren zwecks Prifung ihres 
biologischen Verhaltens synthetisierten wir die 14 méglichen d,/-Mono- 
methyl-palmitinsiuren. Die Einfiihrung der Methylverzweigung erfolgte 
dabei auf zwei verschiedenen Wegen: Durch Darstellung einer 2-Methyl- 
carbonséure mit Hilfe von Methyl-malonester oder durch Verwendung 
eines Methyl]-alkyl-carbinols als Ausgangssubstanz. Das letztere erhielten 
wir entweder durch Reduktion des entsprechenden Methyl-alkyl-ketons 
oder direkt durch Grignard-Synthese. Das Methyl-keton lieB sich in 
guter Ausbeute mittels Thoriumoxyd-Katalysators bei-420° aus Eisessig 
und geradzahliger héherer n-Carbonsiure gewinnen®® und mit 
metallischem Natrium in Iso-propanol zum sekundiren Alkohol redu- 
zieren. Dieser war jedoch ebensogut aus ungeradzahligem Alkyl- 
magnesiumbromid und Acetaldehyd herstellbar. 

“  Jodierung des Carbinols und Umsetzung mit Malonester lieferte 
eine in f-Stellung methylierte Fettsiure, z. B. 6-Methyl-palmitinsaure: 


CH,-COOH + HOOC-[CH,],.-CH, 7°, CH,;-CO-[CH, ],..CH, + H,O + CO, 
+H, | 
Y 
2-Keto-pentadecan 


CH,-COH + Br-[CH,],.-CH; _Me_, CH,-CHOH-[CH,],.-CH; 
2-Oxy-pentadecan 





i 1) H,C(COOR), ‘ Y 
CH-CHJ-[CH,],."CH; 3 x - 5 ~ a, > HOOC-CH,-CH-[CH,],."CH; 
CH; 


3-Methy]-palmitinsaiure 


Bei der Darstellung sekundarer Halogenide, wie sie hier als Zwischen- 
produkte auftreten, konnen unter Umstainden Umlagerungen erfolgen. 
Zur Kontrolle haben wir daher die 5-Methyl-palmitinsiure nicht nur 
iiber den durch Grignard-Umsetzung gewonnenen sekundaren Alkohol 
[n-Tridecanol-(2)] dargestellt, sondern auch unter Umgehung von 
sekundirem Halogenid mit Hilfe von primiarem 2-Methyl-tridecanol-(1) 
als Ausgangsstoff, (Siehe Versuchsteil.) Die beiden so erhaltenen 5-Me- 


3 G. T. Morgan u. E. Holmes, J. Soc. chem. Ind., Chem. & Ind. 46 T, 152 
[1927]. 
4 K.E. Arosenius, S.Stallberg, E.Stenhagen u. B.Tagtstrém- 
Eketorp; Ark. Kem. Mineral. Geol. Ser. A 26, Nr. 19 [1949]. 
5 M. Senderens, R. hebd. Séances Acad. Sci. 149, 993 [1909]. 
6 W. B. Saville u. G. Shearer, J. chem. Soc. [London] 127, 592 [1925]. 
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thyl-palmitinséuren und ihre Amide hatten den gleichen Schmelzpunkt, 
der Misch-Schmelzpunkt zeigte keine Depression, auch im monomole- 
kularen Film bei der Spreitung auf Wasser verhielten sich beide Sub- 
stanzen identisch. Dies spricht nicht dafiir, daB unter unseren Arbeits- 
bedingungen durch die Jodierung sekundirer Alkohole stérende Neben- 
produkte eingeschleppt werden; wir haben trotzdem mit Ausnahme der 
3-Methyl-palmitinsiure alle Synthesen iiber primaire Halogenide ge- 
fiihrt. Dabei war es mehrfach nétig, von einer ungeradzahligen Haupt- 
kette zu einer geradzahligen iiberzugehen. In solchen Fallen haben wir 
meist auf der Stufe der methylierten Undecansaéure einen Silbersalz- 
abbau” § eingeschoben, der zu einem methylierten Decylbromid fiihrte, 
welches mit Malonester die entsprechende Methyllaurinsaure lieferte. 

Mit Hilfe der genannten Verfahren sind einfach-methylverzweigte 
Fettsaéuren ohne Schwierigkeiten zuginglich, sofern sich die Verzweigung 
in Carboxylnihe befindet, dagegen wird mit wachsender Entfernung des 
Methyls von der Carboxylgruppe die Zahl der Zwischenprodukte immer 
gréBer. Hier sind Methoden von besonderem Wert, die den Aufbau 
hoherer Fettsiuren durch Kettenverlangerung um mehr als 2 
Kohlenstoffatome in einer Reaktionsstufe gestatten. Das gelingt 
z. B. durch Kondensation eines Alkyl-Metallhalogenids mit Dicarbon- 
siure-Halbesterchlorid, wobei man etwa bei Verwendung von Sebazin- 
siure das urspriingliche Alkyl, welches gegebenenfalls die Verzweigung 
trigt, um 10 Kohlenstoffatome verlingert: 


II II 
CH,-[CH,]n-MeCl + Cl-CO-[CH,]m-COOR — MeCl, + CH,-[CH,]a-CO-[CH,] n-COOR 


Der entstandene Keto-Fettsiureester wird verseift und die Ketogruppe 
nach Clemmensen oder Wolff-Kishner reduziert. Auf diese Weise haben 
Fordyce und Johnson® mittels der Magnesium -Alkylhalogenide 
endsténdig methylierte Tridecan-, Pentadecan- und Heptadecansiéiure 
dargestellt, Spielman!® sowie Schmidt und Shirley" benutzten 
Zink zusammen mit Magnesium bei der Synthese der 10-Methyl- 
stearinsdiure, neuerdings hat jedoch Cason!” 13 systematisch Cadmium- 
Alkylhalogenide erprobt und in vielen Fallen mit Erfolg in der obigen 
Reaktionsfolge eingesetzt. In eigenen Versuchen zur Umsetzung von 
Magnesium-Alkylhalogeniden mit Dicarbonséure-Halbesterchloriden er- 
zielten wir in Ubereinstimmung mit anderen Autoren® 1% nur recht 







































7 H. Hunsdiecker u. Cl. Hunsdiecker; Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 291 
[1942]. 
8 A. Littringhaus u. D. Schade, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1565 [1941]. 

® Ch. R. Fordyce u. J. R. Johnson, J. Amer. chem. Soc. 55, 3368 [1933]. 

10 M. A. Spielman, J. biol. Chemistry 106, 87 [1934]. 

11 G. A. Schmidt u. D. A. Shirley, J. Amer. chem. Soc. 71, 3804 [1949]. 

2 J.Cason, The use of organocadmium reagents for the preparation of 
ketones. Chem. Rev. 40, 15 [1947]. 

13 J.Cason u. Mitarb., siehe J. Amer. chem. Soc. 64, 1106 [1942]; 66, 46 
[1944]; 68, 2078 [1946]; 70, 298 [1948]. 
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maBige Ausbeuten. Die Schwierigkeiten der Methode liegen in der Her- 
stellung ausreichender Mengen an Dicarbonsiure-Halbestern, welche 
von Adipinséure an aufwirts mit schlechter Ausbeute verlaiuft, und in der 
Reinigung des als Kondensationsprodukt anfallenden Ketoesters, dem 
reichliche Mengen an Nebenprodukten beigemengt sind. 

Andere Wege zur Gewinnung langkettiger Fettsiuren mit carboxy]l- 
ferner Verzweigung haben schwedische Autoren! 1° beschritten; 
d,/-15-Methyl-palmitinsaéure z. B. wurde auf folgende Weise dargestellt*: 
Kondensation des Iso-$-Ketoesters I(—3-Keto-7-methyl-octansiure- 
ester) mit 9-Jod-nonansaureester II, Hydrolyse des Reaktionsproduktes 
III und Ketonspaltung zur 11-Keto-15-methyl-hexadecansiure IV, 
welche durch Clemmensen-Reduktion in 15-Methyl-hexadecansiure V 
iibergefiihrt wurde. 

CH,CH, CH,CH, CH,CH, CH,CH, 
~ PA ae 
CH CH,J CH CH CH 


| | | 
[CH,], + [CH], [CH], [CHa] > [CH ]13 


| | 
CO COOR CO CO COOH 


CH, ) CH-COOR CH, 
‘ | | 
COOR - (CHy], (CHy]. 
. 


COOR COOH 
I II > 2 el IV V 


Wirft man die Frage auf, ob die ebengenannten Methoden zum 
Aufbau héherer Fettsaéuren das alte Malonester-Verfahren verdringen 
werden, welches jeweils nur eine Verlangerung um 2 Kohlenstoffatome 
erlaubt, so ist zu beriicksichtigen, daB sich neuerdings durch die Ein- 
fihrung des Lithium-Aluminium-Hydrids*® in die praparative 
organische Chemie die Situation stark zugunsten der Malonester-Ver- 
langerung gewandelt hat. In der Reaktionsfolge Siureester — Alkohol — 
Alkyljodid - Alkylmalonester -- Fettsiure erbrachte die 1. Stufe, die 
Reduktion des Esters, oft schlechte Ausbeuten, vor allem dann, wenn 
aus 4uBeren Griinden die katalytische Hochdruckhydrierung nicht an- 
wendbar war. Wir haben durch Reduktion von Estern mit metalli- 
schem Natrium in siedendem Xylol nach Hansley!? zum Teil sehr 
gute Ausbeuten erzielt, besonders bei langkettigen Athylestern und bei 


4 EK. Stenhagen u. B. Tagtstrém, Ark. Kem. Mineral Geol. Ser. A 19, 
Nr. 8 [1944]. 

15 St. Stallberg-Stenhagen, ebenda Ser. A 26, Nr. 12 [1948]. 

16 A. E. Finholt, A.C. Bond u. H. J. Schlesinger, J. Amer. chem. Soc. 
69, 1199 [1947]; R. F. Nystrom u. W. G. Brown, J. Amer. chem. Soc. 69, 1197 
[1947]. Ubersichtsreferate: B.C. Saunders, Annu. Rep. Progr. Chem. 45, 122 
[1948]; F. BohImann, Pharmazie 5, 306 [1950]. 

17 V.L. Hansley, Ind. Engng. Chem. 39, 55 [1947]. 
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Wachsestern wie z. B. Walrat!*. Man hat jedoch die sehr heftige und 
auch im Laborma8stab nicht ungefiahrliche Reaktion niemals ganz 
sicher in der Hand, so daB manchmal aus uniibersichtlichen Griinden 
(wechselnde Xylolkonzentration, Geschwindigkeit der Esterzugabe, 
Bildung eines festen Gels und vorzeitige Erstarrung des Reaktions- 
gemisches) die Ausbeute stark absinken kann. Mit Lithium-Aluminium- 
Hydrid erreicht man bei der Reduktion der Athylester in sehr rascher 
und iiberaus eleganter Umsetzung fast stets Ausbeuten zwischen 90 und 
98%, so daB nunmehr alle Stufen der Malonester-Verlaingerung mit aus- 
gezeichneten Ausbeuten durchfihrbar sind und damit die Ketten- 
verlangerung um zwei Kohlenstoffatome fast zu einer serienmaBigen 
Routinearbeit wird. AuBerdem erhalt man bei mehrfacher Verlingerung 
als Zwischenprodukte weitere Fettsiuren, so da8 man fiir Reihenversuche 
(bakteriologische, histologische, physiko-chemische, Stoffwechsel-Unter- 
suchungen u. aéhnl.) umfangreiches Material in die Hand bekommt. Als 
Folge der Anwendung des Lithium-Aluminium-Hydrids dominieren 
daher in der vorliegenden Arbeit die Malonester-Verlingerungen, zu- 
gleich sind uns dadurch neben den Monomethyl-palmitinsiuren auch die 
zum grofen Teil bisher nicht bekannten Methyl-myristinsiuren, Methyl- 
laurinséuren, Methyl-decansiauren, einige Methyl-undecansiuren u. a. m. 
zuganglich geworden. 

Neuerdings haben wir jedoch zum Aufbau héherer Fettsiuren einen 
anderen Weg beschritten, der eine Kettenverlingerung um 5 Kohlen- 
stoffatome gestattet, und der. zur Darstellung verzweigter Sauren 
bisher noch nicht herangezogen worden ist. Seit langem ist bekannt, daB 
die Spaltung des Furanringes zu y-Ketosiéuren fiihren kann. Pum- 
merer und Gump’® beobachteten 1923, daB aus «-Furyl-alkohol durch 
Saureeinwirkung Lavulinsdure entstand: 


CH——CH CH,—CH, 
] I | | 
CH CCH;0OH —— COOH CO.CH, 


\0/ 


Der Mechanismus der Ringéffnung, die als intramolekulare Umlagerung 
unter Disproportionierung der Oxydationsstufen aufgefaBt werden kann, 
ist noch nicht sicher geklart. Tchitchibabin®® erkannte den allge- 
meinen Charakter dieser Reaktion hinsichtlich der Darstellung von 
y-Ketosiuren und wandte sie auf verschiedene Homologe des «-Fury]- 
alkohols an, z. B. erhielt er aus Methyl-«-furyl-carbinol die Homolavulin- 
siure (= 4-Keto-hexansiure), aus Athyl-«-furyl-carbinol die 4-Keto- 
heptansiure und aus Cyclohexyl-«-furyl-carbinol die «-Cyclohexyl- 
livulinsiure. Die als Ausgangsstoffe erforderlichen substituierten 


18 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 285, 220 [1950]. 
19 R. Pummerer u. W. Gump, Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 999 [1923]. 
20 A. E. Tchitchibabin, Chim. et Ind. 27, 563 [1932] (Congr. Sond. Nr. 3). 
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«-Furyl-carbinole sind durch Grignard-Synthese aus Furfurol und dem 
betreffenden Halogenid zuginglich. Dabei liefert die in alkoholischer 
Lésung unter Zusatz von Mineralsiure erfolgende Furanringspaltung 
zunichst die Ester der y-Ketosauren. 

Lettré und Nolte??? erweiterten die Reaktion auf héhere 
Alkyl-x-furylearbinole und erhielten so beispielsweise 4-Keto-capryl- 
siure aus n-Propyl-«-furyl-carbinol, 4-Keto-tridecylsiure aus n-Octyl- 
«-furyl-carbinol, 4-Keto-palmitinsiure aus »-Undecyl-«-furyl-carbinol 
und einige weitere 4-Keto-Fettsiuren. Ihre Reduktion nach Clemmensen 
fiihrte zu den entsprechenden normalen Sauren. 

Wir haben das Verfahren zur Synthese mehrerer verzweigt- 
kettiger Fettsiuren herangezogen, es in verschiedener Weise abge- 
aindert und zu verbessern versucht. Uber unsere Erfahrungen werden 
wir spiter zusammenfassend berichten. In der vorliegenden Arbeit ist als 
Beispiel die Darstellung der 7-Methyl-palmitinséure durch Furyl- 
carbinol-Spaltung beschrieben : Die Magnesiumverbindung des 2-Methyl- 
undecyl-1-bromids (I) wurde mit Furfurol umgesetzt, das erhaltene 
Alkyl-«-furyl-carbinol (II) mit absolutem Athanol, der etwa 8% Chlor- 
wasserstoff enthielt, gespalten, und dadurch der 4-Keto-7-methyl- 
palmitinséure-athylester (III) gewonnen. Dieser wurde direkt nach 
Wolff-Kishner in der von Soffer? und Huang-Minlon*™ angegebenen 
Modifikation mit 85-proz. Hydrazinhydrat und KOH-Uberschu8 in 
Diithylenglykol bei eee zur 7-Methyl-palmitinsaure (IV) 
reduziert (siehe Versuchsteil). 

O CH—CH OH CH—CH 
CH,: [CH,],-CH-CH,-MgBr ++ (On OH - > CH,-[CH, CH-CH,-b—Lr Cu 
CH, y YO” a, 4 So” 
| 
HCl | C,H,OH 
Y CH,-CH, 
CH,-[CH,],-CH-[CH,],COOH <<“ CH,.[CH,],-CH-CH,-CH,-C C00-C,H, 
CH, CH, 6 
a Til 
Es erwies sich als vorteilhaft, nach der Furanring-Spaltung nicht die 
freie, recht labile y-Ketosiure zu isolieren, sondern den gebildeten 
y-Ketoester, der durch Destillation (Kolonne) leicht rein zu erhalten 
ist, direkt zu reduzieren. Dadurch umfaft die Synthese nur drei Stufen: 
Grignardierung, Ringéffnung und Reduktion. 


21 F. Nolte mit H. Lettré, Angew. Chemie A 59, 24 [1947]. 

22 ¥. Nolte, Diss. Gottingen 1947. 

23 M. D. Soffer, M. B. Soffer u. K. W. Sherk, J. Amer. chem. Soc. 67, 1435 
[1945]. 

24 Huang-Minlon, J. Amer. chem. Soc. 68, 2487 [1946]. 





Bd, 287 (1951) Biochemie verzweigter Carbonséuren V 71 


Die Ausbeuten der beiden ersten Stufen sind ertraglich, wahr- 
scheinlich aber noch zu steigern, sofern es gelingt, die Verharzungs- 
tendenz der Furanderivate herabzudriicken. Die 3. Stufe, die Reduktion 
der Carbonylverbindungen, liefert noch nicht geniigend gute und gleich- 
maBig reproduzierbare Ausbeuten. Es entsteht neutrales Material als 
Nebenprodukt, welches wir durch Aufnehmen in alkalischem, 60-proz. 
Athanol und Waschen mit Petrolather entfernen. Cason” ist bei der 
Hydrazinreduktion von Ketoestern auf ahnliche Schwierigkeiten ge- 
stoBen, besonders y-Ketosiure-ester, wie sie bei unseren Furanring- 
spaltungen auch entstehen, gaben schlechte Ausbeuten. Er weist darauf 
hin, daB y-Ketosiuren mit Hydrazin cyclische Hydrazide geben**, aus 
denen bei der Reduktion unerwiinschte Nebenprodukte hervorgehen 
kénnen, vor allem wenn durch Verzweigungen noch sterische Hinderungs- 
effekte dazutreten. Sein Versuch, durch energischere Reduktions- 
bedingungen die Ausbeute zu verbessern, fiihrte nicht zum Ziele. 

Kiirzlich haben Crombie und Harper?’ eine Methode zur Ketten- 
verlingerung um 4 Methylengruppen entwickelt, die auf der Spaltung 
von Tetrahydrofuran- Derivaten beruht. Ausgehend von 2.3-Dichlor- 
tetrahydrofuran wird dabei durch Grignard-Synthese ein 3-Chlor- 
2-alkyl-tetrahydrofuran gebildet, dessen Ringsprengung mit Natrium 
zunadchst zu einem ungesittigtem primaren Alkohol fiihrt, der kata- 
lytisch reduziert und zur Carbonsiure oxydiert wird. In ahnlicher Weise 
gelingt durch Ringsprengung von 3-Chlor-2-alkyl-tetrahydropyran- 
Verbindungen eine Kettenverlingerung um 5 Methylengruppen. Das 
neue Verfahren bewahrte sich in der Hand der gleichen Autoren?® bereits 
bei der Synthese der (-++)6-Methyl-octansiure, die in den Polymyxinen 
auftritt?®. Hier wurde aus (—)2-Methyl-butanol durch Tetrahydrofuran- 
Spaltung (+-)6-Methyl-octanol gewonnen und zu der gesuchten Saure 
oxydiert. 
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Stellung der Methylverzweigung —> 
Abb. 1. Schmelzpunkte der Monomethyl-palmitinsauren. 





2% J.Cason, J. org. Chem. 15, 850 [1950]. 

26 L. Wolff, Liebigs Ann. Chem. 394, 98 [1912]. 

27 L. Crombie u. St. Harper; J. chem. Soc. [London] 1950, 1707, 1714. 
28 L. Crombie u. St. Harper; ebenda 1950, 2685. 

29 §. Wilkinson, Nature [London] 164, 622 [1949]. 
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Die Schmelzpunktkurve der Monomethyl-palmitinsiéuren zeigt 
Muldenform. Mit der Verschiebung des Methyls nach der Mitte der 
Kette zu sinkt der Schmelzpunkt betrichtlich, sodaB 8-, 9- und 11- 
Methyl-palmitinséure bei Zimmertemperatur fliissig sind. Dagegen 
schmilzt 10-Methyl-palmitinsiure deutlich héher als ihre beiden Nach- 
barverbindungen, wahrend 11-Methyl-palmitinsiure den niedrigsten 
Schmelzpunkt der ganzen Reihe besitzt. Von der 11- bis zur 15-Methyl- 
palmitinsaure steigt der Schmelzpunkt steil an, die ,,[so-Saiure‘‘ (15-Me- 
thyl-) schmilzt nur etwa um 2° tiefer als n-Palmitinsiure. Das Absinken 
des Schmelzpunktes von 2-Methyl- bis 11-Methyl-palmitinsaure erfolgt 
jedoch nicht kontinuierlich, denn jedes dritte Glied der Reihe (4-Methyl., 
7-Methyl-, 10-Methyl-palmitinsiure) schmilzt héher als die beiden 
Nachbarverbindungen. Dadurch tritt hier im Gegensatz zu der bei 
homologen Reihen iiblichen Zickzackform eine neuartige Oszillation auf: 
Es wechseln jeweils zwei niedriger schmelzende Glieder mit einem héher 
schmelzenden ab. 

Ein Vergleich mit der Schmelzpunktkurve der Monomethyl- 
myristinséuren (Abb. 2) zeigt, daB diese ebenfalls bei der 4-Methyl- 
Verbindung einen gehobenen Schmelzpunkt besitzen ; auch die 7- Methyl- 
myristinsdiure schmilzt hoher als die beiden Nachbarglieder, so daB eine 
gewisse Ahnlichkeit gegeniiber den Monomethyl-palmitinsiuren unver- 
kennbar ist. 
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Stellung o Methylverzweigung —> 
Abb. 2. Schmelzpunkte der Monomethyl-myristinséuren. 


Der Tiefpunkt der Kurve liegt hier bei 8-Methyl-myristinsiure, von da 
ab steigt die Kurve bis zur 13-Methyl-myristinsiure steil an. 

Vergleicht man die Methyl-palmitinsiuren mit den Methyl- 
stearinsaiuren, die simtlich bereits bekannt sind®® *1, so laBt sich 
auch hier in mancher Hinsicht eine gewisse Ubereinstimmung erkennen: 
In beiden Fallen besitzen die in 4-Stellung methylierten Formen erhéhte 
Schmelzpunkte, wahrend die 11-Methyl-Verbindungen am niedrigsten 
schmelzen. Von 11- bis 17-Methyl-stearinsiure steigt der Schmelzpunkt 
wiederum steil an. 

Aus den Schmelzpunktkurven der Monomethyl-myristin-, -pal- 
mitin- und -stearinséuren lassen sich einige Merkmale ablesen, die bei den 


80 J. Cason u. R. R. Winans, J. org. Chem. 14, 139 [1949]. 
31 G. Weitzel u. J. Wojahn, unverdffentlicht. 
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bisher bekannten methylverzweigten Fettsiuren anderer Kettenlainge 
ebenfalls zu finden sind, und die als allgemeine GesetzmaBigkeiten 
gelten kénnen. Cason® hat bereits 1947 an Hand der bis dahin bekann- 
ten, zahlenmaBig noch geringen Beispiele derartige Beziehungen zwischen 
Schmelzpunkt und Struktur diskutiert. Seine damaligen Ergebnisse 
lassen sich an Hand des inzwischen gewonnenen Materials bestatigen 
und erweitern; wir sehen nunmehr die folgenden RegelmaBigkeiten als 
ausreichend gesichert an: 

1. Die Einfiihrung der «-standigen Methylgruppe in eine normale 
hdhere Fettsiure senkt den Schmelzpunkt erheblich, in den 
bisher bekannten Fallen um mehr als 10°. 

2. Die am C-Atom 4 methylierte Form schmilzt héher als ihre 
beiden Nachbarverbindungen. 

3. Die Gitterkrafte werden dann am stiarksten herabgesetzt, wenn 
sich die Methylverzweigung in der Mitte der Hauptkette be- 
findet. Daher haben die Schmelzpunktkurven bei_,,durch- 
wandernder Methylgruppe‘‘ Muldenform*®. 

4. Unter allen bei einer gegebenen Hauptkette méglichen Mono- 
methyl-Fettsiuren hat diejenige Séiure den héchsten Schmelz- 
punkt, welche die Methylgruppe am carboxylfernen Ende tragt, 
d. h. welche die w-Isopropyl-Konfiguration besitzt (,,[so-Saure** 
genannt, s. 0.). Ihr Schmp. liegt nur etwa um 1—2° unter dem 
der um ein Kohlenstoffatom kleineren Stammsaure. 

Es ist anzunehmen, da8 seitenstindige Methylgruppen den Zu- 
sammentritt der Fettsiuremolekiile zum Kristallgitter behindern; durch 
die Verzweigung wird die dichte Packung der langen Kohlenwasserstoff- 
Ketten gestért. Méglicherweise ist die Hauptkette auBerdem an der 
Verzweigungsstelle leicht gewinkelt, so daB hinsichtlich des Aufbaus 
der Gitterstruktur das tertiire, methylierte Kohlenstoffatom allgemein 
als Stérungsstelle anzusehen ist. Dieses Verhalten wird sich auf die 
Kohasionskrafte dann am meisten auswirken, wenn die Verzweigung 
ungefahr in der Mitte der langen Kette liegt und deren glatten Verlauf 
unterbricht, weniger dann, wenn das Stérungszentrum an den Enden 
der Kette liegt, d. h. bei mittelstandiger Methyl-Substitution werden die 
Schmelzpunkte am niedrigsten sein. Damit kann man versuchen, die 
,sMuldenform‘‘ der Schmelzpunkt-Kurven bei ,,durchwandernder Me- 
thylgruppe‘‘ zu erklairen, doch erscheint diese Deutung noch allzu 
summarisch und nicht geeignet, die feineren Merkmale in den Schmelz- 
punkt-Differenzen zu deuten. Denn die Kurven verlaufen nie kontinuier- 
lich, sondern mit ausgepragten Zacken. Vielleicht werden die in Gang 
befindlichen Spreitungs- und Réntgen-Untersuchungen nihere Auf- 
schliisse iiber Struktur und Assoziationskrifte der methylverzweigten 
Sauren bringen. 

82 J.Cason, J. org. Chem. 18, 227 [1948]. 


33 F.L. Breusch, Fortschr. Chem. Forsch. 1, 567 [1950], ,,Neuere Fett- 
sauren und Fette“ (Ubersichtsreferat). 
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Beschreibung der Versuche 


C, H, N-Analysen und Aquivalentgewichte: Frin. Dr. Fretzdorff (Medi- 
zinische Forschungsanstalt, Biochemische Abteilung). Titration der in absol. 
Athanol gelésten Fettsiuren mit etwa 0,05-n. absol. alkoholischer NaOH unter 
Verwendung des Mischindikators (Kresolrot und Thymolblau 1:3) nach Klein- 
zeller und Trim*™, Bei der Umrechnung auf 0,1-n. NaOH wurde die dabei auf- 
tretende, nicht reelle 3. Dezimale auf die 2. abgerundet. Alle Schmelzpunkte iiber 
17° wurden im K oflerschen Mikro-Schmelzpunktapparat bestimmt und korrigiert ; 
die Siedepunkte wurden nicht korrigiert. Bei Schmelzpunkten unter 17° wurde die 
Substanz in diinnwandige Glasréhrchen gefiillt, in gekiihltem Alkohol zum Er- 
starren gebracht und bei langsamer Erwirmung (Stehenlassen bei Zimmertempera- 
tur) unter dauerndem Rihren des Alkoholbades geschmolzen. Fiir alle Destillationen 
wurden Fiillkérperkolonnen verschiedener GréBe je nach Substanzmenge benutzt. 


Allgemeine Arbeitsweise 


Carbonsaure-athylester: Darstellung durch dreimaliges Abdestillieren 
eines Gemisches von absol. Athanol und Toluol (Vol.-Verhaltnis 2:1) unter Zusatz 
von einigen Tropfen konz. H,SO,. 

Ester-Reduktionen. A) Mit Natrium’’. Zu dem in ca, 150 ccm siedendem 
Xylol durch kraftiges Rihren fein verteilten Natrium (1 Mol + 5%) 148t man 
innerhalb von 10 Min. eine Mischung von Ester (0,25 Mol), sekundarem Alkohol 
(0,5 Mol + 20%) und 100cem Xylol zutropfen. Heftige Reaktion, RiickfluB- 
kihlung mit Luft durch 2—2,5 m langes Steigrohr (3,5 cm Dm). Reaktionsgemisch 
muB zahfliissig bleiben, gegebenenfalls weiteres Xylol zutropfen. 30 Min. im Sieden 
halten. Nach Abkiihlung Zugabe von 95-proz. Athanol bis zur Auflésung der Na- 
triumreste, mit Wasser zersetzen, mit HCl ansiuern. Xylolschicht abtrennen und 
nachathern, mit Wasser waschen, trocknen mit Na,SO,. Lésungsmittel abdestil- 
lieren, Fraktionierung des Alkohols. 

B) Mit Lithium-aluminium-hydrid*. Pulverisieren des LiAIH, in der 
Reibschale und sofort in absol. Ather unter kraftigem Riihren (Dreihalskolben) 
fein verteilen (milchige Suspension), Zugabe des in absol. Ather gelésten Esters 
durch Tropftrichter in solchem MaBe, daB das Reaktionsgemisch im lebhaften 
Sieden bleibt. Nach beendeter Reaktion l4B8t man 50—200 ccm feuchten Ather, 
anschlieBend 10—50 ccm Wasser, danach 1-n. H,SO, bis zur stark sauren Reaktion 
unter dauerndem Riihren zutropfen. Abtrennen der Atherschicht, nachathern, 
sdurefrei waschen, trocknen mit Na,SO,, Destillation. 

Jodierungen. Gleiche molare Mengen von Alkohol und rotem Phosphor 
mischen, die gleiche molare Menge Jod nach und nach unter langsamer Steigerung 
der Temperatur (60 bis 140° je nach Kettenlange) zugeben, dann noch 2 Stdn. im 
Olbad bei 140—160° halten. Aufnehmen in Ather, filtrieren, waschen mit Wasser, 
NaHCO, (5-proz.), Na,S,O, (5-proz.), trocknen mit CaCl,. Abdestillieren des Athers 
und Verwendung des Riickstandes (nicht destilliertes, rohes Jodid) zur Umsetzung 
mit Malonester. Berechnung der dabei erhaltenen Ausbeuten auf den zur Jodierung 
eingesetzten Alkohol (daher im folgenden Mengenangabe des Jodids in < .... Mol), 
so daB die fiir die Malonester-Synthesen angegebenen Ausbeuten 2 Stufen ein- 
schlieBen. 

Silbersalzabbau. Fir Kettenlangen unter C,, siehe als Beispiel die Dar- 
stellung des n-Amylbromids'*. Bei héheren Kettenlingen stellten wir das fett- 
saure Silbersalz anders dar: Fallung von frischem Silberoxyd mittels AgNO, und 
KOH, absaugen des Niederschlags, mit Wasser alkalifrei waschen, waschen mit 
95-proz. und absol. Athanol, danach mit Benzol. In Dreihalskolben mit reichlich 
Benzol aufschlammen, unter kraftigem Riihren die benzolische Lésung der Fett- 


*% A, Kleinzeller u. A. R. Trim, Analyst 69, 241 [1944]. 
* Der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, danken wir fiir frdl. Uber- 
lassung der erforderlichen Mengen LiAIH,. 
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sdure zutropfen lassen. 1 Stde. unter Riihren kochen. Uberfiihren in offene Schale, 
verjagen des Benzols auf dem Wasserbade (Abzug), waschen des Riickstandes mit 
Aceton, absaugen, trocknen des Silbersalzes bei 90°, pulverisieren, sieben, Va- 
kuumexsiccator. Umsetzung mit Brom wie bei n-Amylbromid?®. 
Malonestersynthesen und Amide: wie friiher beschrieben!®. 


2-Methyl-palmitinsaure 
29,9 g (1,3 Mol) Natrium, 344,5 g (1,98 Mol) Methyl-malonsaurediathyl- 
ester und 277,0g (1,0 Mol) Tetradecylbromid (Sdp.,; 174—176°) in 300 ccm 
absol. Athanol. Methyltetradecyl-malonester: 301,1g (81,4% d.Th.), 
Sdp.o,; 192° a-Methyl-palmitinsaure: 195,2 g (88,9% d. Th.), Sdp.),; 
160°. Einmal aus Petrolather, zweimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 
47,5—48°, 
3,342 mg Sbst.: 9,267 mg CO,, 3,794 mg H,O-—185,08 mg Sbst. verbr. 6,84 ccm 
0,1-n. NaOH. 
Cy,H,,0. (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,67, H 12,70, Aquiv.-Gew. 270,5. 
2-Methyl-palmitinsaiure-amid: Kristallisiert aus Methanol, Aceton und 
Essigester. Schmp. 101,5—102°. 
4,011 mg Sbst: 0,183 com N, (korr.), 22°, 737 mm (red.). 
C,,H,;ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,12. 


3-Methyl-palmitinsaure 
Darstellung des Zwischenproduktes 2-Oxy-pentadecan durch Ketonsynthese 
(A) und durch Grignard-Synthese (B). 
A) 2-Keto-pentadecan (Methyl-tridecyl-keton). 228 g (1 Mol) Myristin- 
siure, vermischt mit 420g (7 Mol) Eisessig, im elektrisch geheizten Rohr bei 


420—430° iiber Thoriumoxyd-Katalysator (ThO, auf Bimstein) im CO,-Strom 
geleitet. Saéuremischung: 1 Tropfen in 4 sec., Rohprodukt in Petrolither auf- 
genommen, mit 60-proz. alkalischem Athanol entsauert, Destillation des Petrol- 
atherriickstandes. Sdp.,, 160—162°. Ausb.: 178,6 g (79,4°% d. Th.). Zweimal aus 
Aceton umkristallisiert. Schmp. 39—39,5°. 

2-Oxy-pentadecan. Zu 39,2g (1,55 Mol + 10%) Natrium in 250 ccm 
. Xylol lieB man eine Mischung von 175,2 g (0,775 Mol) 2-Keto-pentadecan, 
51,2 g (0,775 Mol + 10%) absol. Isopropanol und 150 ccm Xylol zutropfen. 
1 Stde. im Sieden halten, auflésen des nicht verbrauchten Natriums mit Athanol, 
zerlegen mit Eiswasser, ansiuern mit HCl, ausithern, trocknen mit Na,SO,. Ab- 
destillieren der Lisungsmittel im Wasserstrahlvakuum, zweimalige Destillation des 
2-Oxy-pentadecans: Sdp.,. 160—163°, 141,4 g (80% d. Th.). 

Zweimal aus Aceton kristalliert, Schmp. 34—34,5°. 

B) n-Tridecyl-bromid. 59,3g (0,337 Mol+ 5%) AgNO, in 250 ccm 
Wasser, gefallt mit 22,7 g (0,337 Mol + 20°4) KOH in 100 com Wasser. Umsetzung 
des erhaltenen Ag,O mit 76,9 g (0,337 Mol) Myristinsaure in 200 ccm Benzol. 
Silbersalz: 106,6 g (94,4°% d. Th.) Dieses suspendiert in 300 ccm CCl,, Zugabe 
von 50,9 g (16,2 ccm) (0,318 Mol) Brom in 50 ccm CCl, Ausbeute an Bromid: 
51,3 g (69.7% d. Th.), Sdp.,. 156°. 

2-Oxy-pentadecan. 3,4 g (0,14 Mol) Magnesium, 17,9 g (0,068 Mol) n-Tri- 
decylbromid, insgesamt 250 ccm Ather. AbgieBen der atherischen Lésung des 
Tridecyl-Mg-Br vom iiberschiissigen Mg, Zugabe von 7,0 g (0,16 Mol) Acetaldehyd 
in 50 ccm absol. Ather unter Eiswasserkiihlung und Riihren. 2-Oxy-pentadecan: 
11,2 g (72,3% d. Th.), Sdp.,, 165—168°. 

3-Methyl-palmitinsaure. 1,9 g (0,082 Mol) Natrium, 21,0 g (0,131 Mol) 
Malonester, < 0,049 Mol 2-Jod-pentadecan. Pentadecyl-2-malonester: 
13,4 g (74,6% d.Th.), Sdp.o,,; 182—184°. 3-Methyl-palmitinséure: 8,6¢ 
(88,79, d. Th.), Sdp.o,, 174—176°. Zweimal aus Aceton kristallisiert, Schmp. 
42,5—43°, 
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3,205, 3,242 mg Sbst.: 8,893, 8,998 mg CO,, 3,650, 3,630 mg H,O. — 133,57 mg 
Sbst. verbr. 4,92 ccm 0,l-n. NaOH. 
C,,H,,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.- -Gew. 270,4. 
Gef. C 75,72, 75,74, H 12,74, 12,53, Aquiv.-Gew. 271,4. 
3-Methyl-palmitinsaure-amid. Je zweimal aus Methanol und Essigester 
umkristallisiert. Schmp. 90,5—91°. 
3,740 mg Sbst.: 0,175 cem N, (korr.), 19°, 748 mm (red.). 
C,;H;,0N (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,38. 


4-Methyl-palmitinsdure 
2-Methyl-myristinsaure. 41,4g (1,8 Mol) Natrium, 478,5g (2,75 Mol) 
Mothyimalensnter und 373,5 g (1,5 Mol) Laurylbromid in 600 cem absol. 
Athanol. Methyllauryl-malonester: 420,2 g (81,9°%, d. Th.). Sdp.,3 203—204°. 
Aus 201 g (0,59 Mol) Ester erhielt man 119,6 g (84, 19/ , d. Th.) «-Methylmyri- 
stinsaure. Sdp., 186’ Schmp. 39,5—40°. 
3,979 mg Sbst.: 10,860 mg CO,, 4,421 mg H,O. — 215,25 mg Sbst. verbr. 
8,91 cem 0,l-n. NaOH. ' 
C,sH590, (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 
Gef. C 74,48, H 12,43, Aquiv.-Gew. 241,7. 
2-Methyl-myristinsaure-amid: Schmp. aus Aceton 99—100°. 
3,902 mg Sbst.: 0,198 com N, (korr.), 19°, 729 mm (red.). 
C,gsH,,ON (241,4). Ber. N 5,80. Gef. N 5,69. 
2-Methyl-tetradecanol-(1). Zu 31,9g (1,32 Mol+5%) Natrium in 
300 cem siedendem Xylol lie8 man die Mischung von 89,1 g (0,33 Mol) 2-Methyl- 
myristinsaure-athylester, 47,5g (0,66 Mol + 20°%) absol. Isopropanol 
und 100 cem Xylol innerhalb von 15 Min. zutropfen. 
2-Methyl-tetradecylalkohol: 67,6g (89,9°, d. Th.), Sdp.j) 160—163°. 
4-Methyl-palmitinsaure: 11,4 g (0,495 Mol) Natrium, 142,6 (0,891 Mol) 
Malonester, < 0,297 Mol 2-Methyl-tetradecyl-l-jodid in 200 ccm absol. 
Athanol. 2-Methyl-tetradecyl-1-malonester: Sdp., 212—216°. 82,5 g (75,1% 
d.Th.) Aus 51,0 g Malonsaure erhielt man 40,2 g (91,4°/,) 4-Methyl-palmitinsaure. 
Sdp.o,. 159—162°. Dreimal aus Aceton, einmal aus Petrolather umkristallisiert. 
Schmp. 44,5—45°. 
3,472, 3,139 mg Sbst.: 9,606, 8,694 mg CO,, 3,929, 3,562 mg H,O. — 161,52mg 
Sbst. verbr. 5,97 ccm 0,1-n. NaOH. 
C,;H,,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,50, 75,58, H 12,66, 12,70, Aquiv.-Gew. 270,6. 
4-Mothiyi-shheaitstinantuniwtd Aus Methanol, Aceton und Essigester. 
Schmp. 74—74,5°. 
3,861, 3,872 mg Sbst.: 0,176, 0,179 ccm N, (korr.), 20°, 20,5°, 745 mm (red.). 
C,;H,;ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,21, 5,27. 


5-Methyl-palmitinsaure 

A) Darstellung iiber Grignard-Synthese. 

2-Oxy-tridecan: Zu 30g (1,25 Mol) Magnesium in 100 ccm absol. Ather 
lieB man 117,5 g (0,5 Mol) n- Undecylbromid (Sdp.,, 138—140°), gelést in 100 ccm 
absol. Ather, unter kraftigem Riihren zutropfen. Nach beendeter Zugabe noch 
20 Min. im Sieden tg AbgieBen der Reaktionsmischung vom iiberschiissigen 
Mg in zweiten Kolben, Kiihlen in Eiswasser, eintropfen von 52,8 g (1,2 Mol) frisch 
destilliertem Acetaldehyd, gelést in 100 ccm Ather, unter Riihren. Zerlegen mit 
Eis und verd. H,SO,, abtrennen der Atherschicht, nachathern, waschen der Ather- 
ausziige mit NaHCO,, trocknen mit K,CO,. Destillation: Sdp.,;. 145—146°. 78,8 g 


(78,8%). 
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3,358 mg Sbst.: 9,611 mg CO,, 4,270 mg H,0. 
C,3H,,0 (200,35). Ber. C 77,93, H 14,08. Gef. C 78,11, H 14,23. 

3-Methyl-myristinsdiure: 23g (1,0Mol) Natrium, 256g (1,6 Mol) 
Malonester, < 0,59 Mol 2-Jod-tridecan in 300 ccm absol. Athanol. Tridecy]- 
2-malonester: Sdp. o,;170—174°. 151,4 g (75,0°% d. Th.). 3-Methyl-myristin- 
siure: Sdp.,. 178—182°. 94,0 g (88,0°% d.Th.). Schmp. nach zweimaliger Kri- 
stallisation aus Aceton: 24—24,5°. 

3,679 mg Sbst.: 10,005 mg CO,, 4,147 mg H,O. — 169,39 mg Sbst. verbr. 
6,75 eem 0,l-n. NaOH. 

Cy5H390. (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 
Gef. C 74,21, H 12,61, Aquiv.-Gew. 242,2. 

3-Methyl-tetradecanol-(l): Zu 36,4 g (1,51 Mol+ 5%) Natrium in 
250 ccm siedendem Xylol lie8 man die Mischung von 101,8 g (0,377 Mol) 3-Methyl- 
myristinsiure-aithylester (Sdp.,. 168—170°), 47,5g Isopropanol (0,754 
Mol + 5%) und 150 ccm Xylol rasch zutropfen. Arbeitsweise wie oben. Sdp.o,, 
135—138°. 57,5 g (75,6% d. Th.). 

5-Methyl-palmitinsaure: 5,3 g (0,23 Mol) Natrium, 58,3 g (0,364 Mol) 
Malonester, < 0,137 Mol 3-Methyl-tetradecyl-l-jodid. 3-Methyl-tetra- 
decyl-l-malonester: Sdp.,; 222—226°. 38,4 g (76,2% d. Th.). 

5-Methyl-palmitinsaure: 25,0g (89,2% d.Th.). Sdp.». 158—160°. 
Zweimal aus Aceton, einmal aus Petrolither kristallisiert. Schmp. 34,5—35°. 
3,519 mg Sbst.: 9,750 mg CO,, 4,008 mg H,O. — 143,59 mg Sbst. verbr. 5,33 ccm 
0,1-n. NaOH. 

Cy7H,,0,. (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,62, H 12,75, Aquiv.-Gew. 269,7. 

5-Methyl-palmitinsaure-amid: Je einmal aus Methanol, Aceton und 

Essigester. Schmp. 71,5—72°. 
4,094 mg Sbst.: 0,188 com N, (korr.), 21°, 745 mm (red.). 
C,,H,;ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,23. 


B) Darstellung tiber Silbersalz-Abbau. 

2-Methyl-tridecansaure. 46 g (2 Mol) Natrium, 435 g (2,5 Mol) Methy1- 
malonester, 352,5 g (1,5 Mol) n-Undecylbromid in 500 ccm absol. Athanol. 
Methyl-undecylmalonester: Sdp.,, 188—190°. 352,1 g (71,6°(, d. Th.) 2-Me- 
thyl-tridecansaiure: 209 g (85,7°% d. Th.). Sdp.,, 182—184°. 

105,00 mg Sbst. verbr. 4,61 ccm 0,1-n. NaOH. 

Aquiv.-Gew. Ber. 228,4. Gef. 227,8. 

2-Methyl-tridecanol-(1). Zu 32,6 g (1,348 Mol + 5%) Natrium in 150com 
siedendem Xylol gab man die Mischung von 86,3 g (0,337 Mol) 2-Methyl-trican- 
siureadthylester (Sdp.,, 170—172°), 48,5 g (0,674 Mol + 20%) Isopropanol 
und 150 cem Xylol. Aufarbeitung s. 0. Ausb.: 62,4 g (86,7°%, d.Th.). Sdp.o,, 124 bis 
126°. Umwandlung des Alkohols in das Jodid wie oben. 

4-Methyl-pentadecansaure: 26,7 g (1,16 Mol) Natrium, 297,0 g (1,856 
Mol) Malonester, < 0,695 Mol 2-Methyl-tridecyl-l-jodid in 300 ccm absol. 
Athanol. 2-Methyl-tridecyl-l-malonester: 173,5g (70,1% d.Th.). Sdp., 
205—208°, 2-Methyl-tridecyl-l-malonsaure, kristallisiert aus Methanol und 
Aceton. Schmp. 67—68°, 4-Methyl-pentadecansaure: 111,6g (89,59 d. Th.). 
Sdp.,, 170—173°. Eirimal aus Petrolither, dreimal aus Aceton. Schmp. 33—33,5°. 
3,758 mg Sbst.: 10,330 mg CO,, 4,191 mg H,O. — 137,69 mg Sbst. verbr. 5,36 ccm 
0,1-n. NaOH. 


CygH 20, (256,4). Ber. C 74,94, H 12,58, Aquiv.-Gew. 256,4. 

Gef. C 75,00, H 12,48, Aquiv.-Gew. 256,8. 
3-Methyl-tetradecyl-1-bromid: 48,7 g (0,273 Mol + 5%) AgNO, in 
200 cem Wasser, gefallt mit 28,4 g (0,273 Mol + 20%) KOH in 150 com Wasser. 
Umsetzung des Ag,O mit 70,0g (0,273 Mol) 4-Methyl-pentadecansaure in 
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Benzol. Ausbeute: 98,9 g (99,8°%) Silbersalz. Dieses suspendiert in 250 cem CCk, 
Zugabe von 43,5 g (13,9 ccm) (0,272 Mol) Brom in 50 ccm CCl,. Die Aufarbeitung 
lieferte durch Waschen des CCl, mit 0,2-n. NaOH 19,8 g 4-Methyl-pentadecansaiure 
zuriick. Ausbeute an Bromid: 38,4 g (67,7% d. Th.). Sdp., 162—163°. 

5-Methyl-palmitinsaure: 5,1 g (0,22 Mol) Natrium, 56,3 g (0,352 Mol) 
Malonester, 38,4 g (0,136 Mol) 3-Methyl-tetradecyl-1-bromid in 100 ccm 
absol. Athanol. 3-Methyl-tetradecyl-l-malonester: 42,7 g (84,9% d. Th.). 
Sdp.o,. 185—187°. 5-Methyl-palmitinsadure: 27,4g (88,3% d.Th.), Sdp.o 
157—159°, Einmal aus Petrolaither, zweimal aus Aceton kristallisiert. Schmp. 
34,5—35°. 3,760, 3,349 mg Sbst.: 10,406, 9,281 mg CO,, 4,177, 3,771 mg H,O. — 
145,60 mg Sbst. verbr. 5,41 ccm 0,1-n. NaOH. E 

C,,H,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 

Gef. C 75,52, 75,62, H 12,43, 12,60, Aquiv.-Gew. 269,1. 

5-Methyl-palmitinsaéure-amid: Zweimal aus Methanol, einmal aus Essig- 
ester. Schmp. 72—72,5°. 

3,839 mg Sbst.: 0,186 cem N, (korr.), 22,5°, 745 mm (red.). 

C,,H3;;0N (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,49. 


6-Methyl-palmitinsaure 

2-Methyl-laurylalkohol: Zu 31,9 g (1,32 Mol + 5°%) Natrium in 100 cem 
siedendem Xylol gab man die Mischung von 79,9 g (0,33 Mol) 2-Methyl-laurin- 
siure-athylester (Sdp.,, 153°), 47,5 g (0,66 Mol + 20°/) absol. Isopropanol und 
100 ccm Xylol. Ausbeute: 55,8 g (84,6°% d.Th.), Sdp., 138—140° 

4-Methyl-myristinsaure. 20,8 g (0,905 Mol) Natrium, 231,7 g (1,448 Mol) 
Malonester, < 0,544 Mol 2-Methyl-lauryl-jodid (roh) in 250ccm absol. 
Athanol. 2-Methyl-lauryl-l-malonester: 135,2 g (72,7% d. Th.). Sdp., 
202—205°. Aus 59,0 g 2-Methyl-lauryl-1- malonsaure erhielt man 47,8 g 
(95,8%, d. Th.). 

4-Methyl-myristinsaiure. Sdp.,; 198—202°. Dreimal aus Aceton um- 
kristallisiert. Schmp. 35—35,5°. 

3,052, 3,194 mg Sbst.: 8,313, 8,710 mg CO,, 3,430, 3,529 mg H,O. — 140,49 mg 
Sbst. verbr. 5,77 ccm 0,1-n. NaOH. 

C,,Hg90. (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 

Gef. C 74,33, 74,42, H 12,58, 12,36, Aquiv.-Gew. 243,4. 

4-Methyl-tetradecanol-(1). Zu 14,5g (0,60 Mol+ 5%) Natrium in 
50 ccm siedendem Xylol gab man die Mischung von 40,5 g (0,15 Mol) 4-Methyl- 
myristinsdure-athylester (Sdp.,, 175—176°), 27,7 g (0,30 Mol + 5%) sek. 
Amylalkohol und 50 cem Xylol. Ausb.: 25,3 g (74,0°% d. Th.). Sdp.o,, 136—140°. 
6-Methyl-palmitinsaure. 4,3 g (0,185 Mol) Natrium, 47,4 g (0,296 Mol) 
Malonester, < 0,11 Mol 4-Methyl-tetradecyl-jodid (roh) in 50 com absol. 
Athanol. 4-Methyl-tetradecyl-l-malonester: 29,6 g (72,1% d. Th.). 
Sdp.o,, 179—184°. 6-Methyl-palmitinsaure: 19,3 g (89,4% d. Th.). Sdp., 
173°. Einmal aus Petrolather, dreimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 30,5—31°. 
3,036, 3,445 mg Sbst: 8,386, 9,554 mg CO,, 3,443, 3,936 mg H,O. — 140,29 mg Sbst. 
verbr. 5,18 ccm 0,l-n. NaOH. 

C,,H3,0. (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 

Gef. C 75,38, 75,68, H 12,69, 12,79, Aquiv.-Gew. 270,8. 

6-Methyl-palmitinsaiure-amid. Zweimal aus Methanol, zweimal aus 
Essigester. Schmp. 78,5—79°. 

3,551 mg Sbst.: 0,166 ccm N, (korr.), 20°, 745 mm (red.). 

Cy,H;,ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,34. 


7-Methyl-palmitinsdure 
Darstellung iiber Silbersalzabbau (A) und iiber Furfurol-Kondensation (B). 
2-Methyl-undecanol-(1). 9,8 g (0,279 Mol) LiAIH, in 250 ccm absol. Ather, 
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126,9 g (0,557 Mol) 2-Methyl-undecansaure-athylester (Sdp.,. 142—144°). 
Ausbeute: 98,8 g (97,3% d. Th.), Sdp.,,; 131—133°. 

A) 4-Methyl-tridecansaure. 20,4g (0,885 Mol) Natrium, 226,6¢ 
(1,416 Mol) Malonester und < 0,53 Mol 2-Methyl-undecyl-jodid (roh) in 
200 ccm absol. Athanol. 2-Methyl-undecyl-l-malonester: 134,0g (77,1% 
d. Th.). Sdp. 9,4164—166°. 4-Methyl-tridecansaure: 83,2 g (89,49 d. Th.), Sdp.15 
160—162°. 

107,50, 107,91 mg Sbst. verbr. 4,71, 4,73 com 0,l-n. NaOH. 

Aquiv.-Gew. Ber. 228,4. Gef. 228,1, 228,1. 

3-Methyl-dodecyl-1-bromid: 62,3 g (0,352 Mol + 5%) AgNO, in 300 ccm 
Wasser, gefallt mit 29,6 g (0,352 Mol + 50°,) KOH in 200 com Wasser. Umsetzung ~ 
des erhaltenen Ag,O mit 80,2 g (0,352 Mol) 4-Methyl-tridecansaure in 400 ccm 
Benzol. Ausbeute: 88,3 g Silbersalz nach Waschen mit Aceton, welches ca. 20 g 
unveranderte Saure herausliéste. Suspendieren des Silbersalzes in 300 com CCl, 
Zugabe von 42,2 g (13,4 ccm) (0,264 Mol) Brom in 50 ccm CCl,. Ausb. an Bromid 
39,2 g (56,2% d. Th.). Sdp.;. 150—152°. 

5-Methyl-myristinsaure. 5,8 g (0,25 Mol) Natrium, 64,0 g (0,40 Mol) 
Malonester, 39,2g (0,149 Mol) 3-Methyl-dodecyl-l-bromid in 100 ccm 
absol. Athanol. 3-Methyl-dodecyl-1-malonester: 45,2g (88,7% d.Th.). 
Sdp.,. 206—208°. 5-Methyl-myristinsaéure: 26,4 g (82,8% d. Th.). Sdp.,, 194—196°. 
Schmp. 14,5—15°.! 

3,266 mg Sbst.: 8,894 mg CO,, 3,725mg H,O.— 136,07 mg Sbst. verbr. 5,59 ccm 
0,1-n. NaOH. 

CysH590,. (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 

Gef. C 74,31, H 12,76, Aquiv.-Gew. 243,6. 
.  5-Methyl-tetradecanol-(1). 1,72 g (0,049 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 
Ather, 26,5g (0,098 Mol) 5-Methyl-myristinsdure-athylester (Sdp.,, 
175—177°) in 100 ccm absol. Ather. Ausb. 20,4 g (91,5% d. Th.). Sdp.,, 166—167°. 
7-Methyl-palmitinsaure. 3,3 g (0,145 Mol) Natrium, 37,1 g (0,232 Mol) 
Malonester, < 0,087 Mol 5-Methyl-tetradecyl-jodid in 70ccm absol. 
Athanol. 5-Methyl-tetradecyl-1-malonester: 28,2 g (87,6% d. Th.). Sdp.o,, 180 
bis 182°. 7-Methyl-palmitinsdure: 18,2 g (88,8°/ d. Th.). Sdp., 180—181°. Dreimal 

aus Aceton, einmal aus Petrolaither umkristallisiert. Schmp. 31—31,5°. 

4,290, 3,961 mg Sbst.: 11,893, 10,965 mg CO,, 4,833, 4,458 mg H,O. — 
137,70 mg Sbst. verbr. 5,11 ccm 0,1-n. NaOH. 

C,,H,,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 

Gef. C 75,65, 75,54, H 12,61, 12,59, Aquiv.-Gew. 269,3. 
7-Methyl-palmitinsiure-amid. Zweimal aus Methanol, zweimal aus 
Essigester. Schmp. 69—69,5°. 

4,017 mg Sbst.: 0,187 com N, (korr.), 20°, 745 mm (red.). 

C,,H;,ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,32. 

B) 2-Methyl-undecyl-1-furyl-carbinol. 7,9 g (0,328 Mol) Magnesium, 
40,0 g (0,164 Mol) 2-Methyl-undecyl-1-bromid (Sdp.,. 130—132°) in 200 ccm 
absol. Ather. AbgieBen der Grignard-Lésung vom iiberschiissigen Magnesium, 
Zugabe von 15,7 g (0,164 Mol) Furfurol in 50 ccm absol. Ather (Kiihlung mit Eis). 
Auf Eis gieBen, zerlegen mit NaHSO,-Lésung, ausithern, waschen der vereinigten 
Atherausziige mit konz. NaHSO,-Lésung, mit Wasser nachwaschen. Trocknen mit 
Na,SO,. Destillation des Carbinols, Sdp.,. 172—174°. Ausb. 23,0 g (52,8% d. Th.). 

4-Keto-7-methyl-palmitinsaure-aithylester. 23 g (0,0865 Mol) 2-Me- 
thyl-undecyl-1-furyl-carbinol wurden in 300 ccm salzsaurem absol. Athanol 
(Chlorwasserstoffgehalt 8°/,) 4 Stdn. gekocht, mit absol. alkoholischer Na-athylat- 
Lésung neutralisiert, vom abgeschiedenen Kochsalz abfiltriert und der Alkohol ab- 
destilliert. Aufnehmen des Riickstandes in Ather, waschen mit Wasser, trocknen 
mit Na,SO,. Destillation des Keto-esters. Sdp. o,, 162°, Ausb. 18,4 g (68,2° d. Th.). 
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7-Methyl-palmitinsaure. 29,2 g (0,094 Mol) 4-Keto-7-methyl-pal- 
mitinséuredthylester, 18,1 ccm (85-proz.) Hydrazinhydrat, 18,5 g (0,33 
Mol) KOH, 145 cem Diathylenglykol. Im Luftbad unter Riihren 1 Stde. bei 
175° (Innentemperatur) gehalten, dann unter Temperatursteigerung die bis 200° 
fliichtigen Anteile abdestilliert, weitere 3—4 Stdn. bei 200—210° (Innentemperatur) 
gehalten. Nach Abkiihlen mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, in verd. 
Salzsiure unter Riihren eingetragen, ausithern, siurefrei waschen, abdestillieren 
des Athers, aufnehmen in 60-proz., alkalischem Athanol, auswaschen der neutralen 
Bestandteile mit Petrolather, abdestillieren des Athanols, ansauren, ausathern, 
trocknen mit Na,SO,. 7-Methyl-palmitinsaure: Sdp.., 185°. Ausb. 12,7 g 
(50,04°/, d. Th.). Viermal aus Aceton umkristallisiert, Schmp. 31—31,5°. Misch- 
Schmp. mit einer durch Silbersalzabbau gewonnenen 7-Methyl-palmitinsaure 
(s. 0.): 31—31,5° 

3,637 mg Sbst: 10,061 mg CO,, 4,131 mg H,0O. 
C,;H,,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67. Gef. C 75,49, H 12,71. 


8-Methyl-palmitingaiure 
2-Methyl-decanol-(1): 14,3 g (0,409 Mol) LiAlH, in 500 ccm absol. Ather, 
17: 50g (0,818 Mol) 2-Methyl-decansaure- athylester (Sdp.,; 130—132°) in 
200 cem absol. Ather. Ausb. 137,9 g (98,1% d. Th.). Sdp.,, 126—127°. 
4-Methyl-laurinsaure. 30,7 g (1, 335 Mol) Natrium, 341,8 g (2,136 Mol) 
Malonester, < 0,802 Mol 2-Methyl-decyl-jodid in 300 ccm absol. Athanol. 
2.Methyldecyl- l-malonester: 193,0g (76,7°% d.Th.). Sdp.. 162 —164°. 
4- Methyl-laurinsaure: 112,3 g (85, BO d. Th.). Sdp.,, 174—176°. 
110,89, 120,50 mg Sbst. verbr. 5,19, 5,63 ccm 0,l-n. NaOH. 
— -Gew. Ber. 214,3. Gef. 213,6, 214,1. 
4-Methyl-dodecanol-(1). 6,2 g (0,178 Mol) LiAlH, in 250 ccm absol. Ather, 
86,1 g (0,356 Mol) 4-Methyl-laurinsaure- athylester (Sdp.,; 155—157°) in 
150 cem absol. Ather. Ausb. 66,8 g (93,8°% d. Th.) Sdp.,, 146—148°. 
6-Methyl-myristinsaure. 22,5 g (0,98 Mol) Natrium, 250,9 g (1,568 Mol) 
Malonester, < 0,589 Mol 4- Methyl- dodecy!l- jodid in 250 com absol. Athanol. 
4-Methyl- dodecyl- 1-malonester: 164,0 g (81,4°% d. Th.). Sdp.o,, 172—174°. 
6-Methyl-myristinsiure: 109,6 g (94,3°% d. Th.) Sdp.,;, 192—194°. Schmp. 
15—15,5°. 4,289 mg Sbst.: 11,709 mg CO», 4,869 mg H,O. — 108,07 mg Sbst. verbr. 
4,45 cem 0,l-n. NaOH. 
C5H 90, (242,4). Ber. C 74,33, H 12,70, Aquiv.-Gew. 242,4. 
Gef. C 74,32, H 12,48, Adquiv.-Gew. 242,8. 
6-Methyl-tetradecanol-(1). 6,9 g (0,196 Mol) LiAIH, in 250 ccm absol. 
Ather, 105,6 g (0,391 Mol) 6-Methyl-my ristinsdure- ithylester (Sdp.39 176°) 
in 150 cem absol. Ather. Ausb. 84,2 g (94,5% d. Th.), Sdp.,, 165—167°. 
8-Methyl-palmitinsaure. 14,0 g (0,61 Mol) Natrium, 156,2 g (0,976 Mol) 
Malonester, < 0,366 Mol 6-Methyl-tetradecyl- jodid in 200 ccm absol. 
Athanol. 6-Methyl-tetradecyl-1-malonester: 112,0 g (82,7% d. Th.). Sdp.,, 
168—172°. 8- Methyl- palmitinsaure: 76,5 g (94,3°% d. Th.), Sdp. o,, 168—170°. 
Zweimal aus Aceton kristallisiert, Schmp. 21—21,5°. 
4,859 mg Sbst.: 13,418 mg CO,, 5,515 mg H,O. — 151,15 mg Sbst. verbr. 
5,61 ccm 0,l-n. NaOH 
C,;H4O, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,36, H 12,70, Aquiv.-Gew. 269,6. 


8-Methyl-palmitinsiure-amid. Einmal aus Methanol, dreimal aus 
Essigester umkristallisiert. Schmp. 71—71,5°. 


3,322 mg Sbst.: 0,148 ccm N, (korr.), 19°, 740 mm (red.). 
C,,H;,ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,07. 
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9-Methyl-palmitinsaure 
2-Methyl-nonansaure. 31,4 g (1,365 Mol) Natrium, 380,0 g (2,184 Mol) 
Methylmalonester, 146,5 g (0,818 Mol) n- Heptylbromid (Sdp. 177°, ge- 
wonnen durch Bromabbau von Ag-n-caprylat) in 350 ccm absol. Athanol. Me- 
thyl-heptyl-malonester: 185,0 g (83, 2% d. Th.), Sdp.3) 148—150°. 2-Methyl- 
nonansaure: 105,0 g (89,8% d. Th.). Sdp.,, 149°. 
3,676 mg Sbst.: 9,421 mg CO,, 3,876 mg H,O. — 89,97 mg Sbst. verbr. 5,23 ccm 
0,1-n. NaOH. 
CoH 90. (172,3). Ber. C 69,72, H 11,70, Aquiv.-Gew. 172,3. 
Gef. C 69,94, H 11,80, Aquiv.-Gew. 172,2. 
2-Methyl-nonanol-(1). 20,0 g (0,57 Mol) LiAlH, in 500 ccm absol. Ather, 
227 g (1,13 Mol) 2-Methyl-nonansaure- athylester (Sdp.j) 115°) in 250 ccm 
absol. Ather. Ausb. 170,8 g (95,7% d. Th.), Sdp.y9 115°, Sdp.z¢9 215—217°. 
4-Methyl-undecansaure. 33,1 g (1, 44 Mol) Natrium, 345,6 g (2,16 Mol) 
Malonester, < 1,08 Mol 2-Methyl-nonyl- jodid in 350 ccm absol. Athanol. 
2-Methyl-nonyl-1-malonester: 239,8 g (74,1% d.Th.). Sdp.,, 166—168°. 
4-Methyl-undecansaure: 147,5 g (92,3% d. Th.), Sdp. -12 158—162°. 
111,63, 98,82 mg Sbst. verbr. 5,58, 4,94 ccm 0,l-n. NaOH. 
Aquiv. "-Gew. Ber. 200,3. Gef. 200,0, 200,2. 
3-Methyl-decy1-1-bromid: 120,3 g (0,674 Mol + 5%) AgNO, in 400 ccm 
Wasser, versetzt mit 56,6 g (0,674 Mol + 50%) KOH in 200 ccm Wasser. Um- 
setzung des erhaltenen Ag,O mit 134,7 g (0,674 Mol) 4-Methyl-undecansiure in 
700 ccm Benzol. Ausbeute an Silbersalz: 186,8 g (90,3°%, d. Th.). Suspendieren in 
400 ccm CCl,, Zugabe von 96,2 g (30,6 ccm) (0,609 Mol) Brom in 100 cem CCl,. 
Ausb. an Bromid 75,1 g (52,5°% d. Th., in Wahrheit héher, da beim Waschen mit 
Alkali 17,5 g freie Saure zuriickgewonnen wurden). Sdp.,. 120—122°. 
5-Methyl-laurinsaure. 12,7 g (0,55 Mol) Natrium, 140,8 g (0,88 Mol) 
Malonester, 75,1 g (0,32 Mol) 3-Methyl-decyl-1- bromid in 200 cem absol. 
Athanol. 3-Methyldecyl-1-malonester: 77,0 g (77, 0% d. Th.), Sdp.,, 168 bis 
172°, 5-Methyl-laurinsiure: 47,8 g (91,2°% d. Th.), Sdp.,, 163—166°. 
109,71 mg Sbst. verbr. 5,11 ccm 0,1-n. NaOH. 
Aquiv. -Gew. ber. 214,3, gef. 214,8. 
5-Methyl-dodecanol-(1). 3,3 g (0,095 Mol) LiAIH, in 200 ccm absol. Ather, 
46,0 g (0, 19° Mol) 5-Methyl-laurinsaure- athylester (Sdp.,;, 148—150°) in 
100 cem absol. Ather. Ausb. 34,5 g (90,8°/, d. Th.), Sdp.,, 140—142°. 
7-Methyl- myristinsaure. 6,9g (0,3 Mol) Natrium, 76,8g (0,48 Mol) 
Malonester, <0,17 Mol 5-Methyl-dodecyl- jodid- (1) in 100ccm absol. 
Athanol. 5- Methyl- dodecyl-1-malonester: 51,9 g (89,3°%, d. Th.). Sdp.,. 196—198°. 
7-Methyl-myristinsaure: 31,4 g (85, 8°/, d d. Th. ), *Sdp. 12 193—194°. Schmp. 
15,5162. 
4,631, 4,336 mg Sbst.: 12,644, 11,801 mg CO,, 5,160, 4,914mg H,O.— 131,38 mg 
Sbst. verbr. 5,45 ccm 0,l-n. NaOH. 
C5H3 02 (242.4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 
Gef. C 74,51, 74,27, H 12,47, 12,68, Aquiv.-Gew. 241,1. 
7-Methyl-tetradecanol-(1). 2,0 (0,058 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. Ather, 
31,2 g (0,116 Mol) 7-Methyl-myristinsaure-athy lester (Sdp.,. 173°) in 100cem 
absol. Ather. Ausb. 24,7 g +03, 4°, d. Th.). Sdp.,, 165—167°. 
9-Methyl- palmitinséure. 4,0 g (0,175 Mol) Natrium, 44,8 g (0,28 Mol) 
Malonester, < 0,105 Mol 7-Methyl-tetradecyl-1-jodid in 100 ccm absol. 
Athanol. 7-Methyl- piealinas- 1-malonester: 34,3 g (88,3% d. Th.). Sdp.o,; 
190—192°. 9-Methyl-palmitinsaure: 21,9 g (87,8% d. Th.). Sdp.,, 188°. Drei- 
mal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 21,5—22°. 
4,144, 3,730 mg Sbst.: 11,502, 10,357 mg CO,, 4,590, 4,282 mg H,O. — 
138,00 mg Sbst. verbr. 5,10 ccm. 0,1-n. NaOH. 
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C,,H,0. (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,74, 75,77, H 12,39, 12,85, Aquiv.-Gew. 270,5. 
9-Methyl-palmitinsiure-amid. Zweimal aus Methanol, einmal aus 
Essigester. Schmp. 62,5—63°. 
4,083 mg Sbst.: 0,187 ecm N, (korr.), 18°, i: mm (red.). 
C,,H,;ON (269,4). Ber. N 5,22, Gef. N 5, 


10-Methyl-palmitinsaiure 

2-Methyl-octanol-(1). 7 g (0,2 Mol) LiAlH, in 300 cem absol. Ather, 74,4 g 
(0,4 Mol) 2-Methyl-octansaure-athylester (Sdp.,. 105—109°), Ausb. 50,5 g 
(87,7°%, d. Th.), Sdp.z¢9 202—204°. 

4- Methyl- Sseanatute, 11,5 g (0,5 Mol) Natrium, 128,0 g (0,8 Mol) Malon- 
ester, < 0,299 Mol. 2-Methyl-octyl-jodid-(1) in 120ccm absol. Athanol. 
2-Methyl-octyl-1-malonester: 66,0 g (77,2%, d.Th.), Sdp... 174—176°. 
4-Methyl-decansaure: 37,8 g (88,4°% d. Th.), Sdp.,. 152—154°. 

95,64 mg Sbst. verbr. 5,08 ccm 0,1-n. NaOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 186,3, get. 188,1. 

4-Methyl-decanol-(1). 2,8 (0,081 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. Ather, 
34,6 g (0, 162 Mol) 4- Methyl- decansaure- athylester (Sdp.,) 128—129°) in 
100 cem absol. Ather. Ausb. 25,4 g (91,2% d. Th.), Sdp. 19 123—124°. 

6-Methyl-laurinsaure. 5,4 g (0,235 Mol) Natrium, 60,2 g (0,376 Mol) 
Malonester, < 0,142 Mol 4-Methyl-decyl-jodid-(1 ) in 100 ecm absol. Athanol. 
4-Methyl-decyl-l-malonester: 38,2g (85,7°% d.Th.), Sdp.o, 148—150°. 
6-Methyl- laurinsiure; 22,1 g (84,79 d. Th.), Sdp.,) 176—178°. 

4,852 mg Sbst.: 12,978 mg CO», 5,334 mg H,O. — 112,09 mg Sbst. verbr. 
5,23 cem 0,1l-n. NaOH. 

C13H,0, (214,3). Ber. C 72,84, H 12,23, Aquiv.- -Gew. 214,3. 

Gef. C 72,99, H 12,30, Aquiv.-Gew. 214,3. 
6-Methyl-dodecanol-(1). 1,5 g (0,044 Mol) LiAlH, in 150 ccm absol. Ather, 
21,4g (0,088 Mol) 6-Methyl-laurinsdure-athy lester (Sdp.;9 158—160°) in 

100 cem absol. Ather. Ausb. 15,6 g (88,6°/, d. Th.), Sdp.,) 145—146°. 
8-Methyl-myristinsaure. 2,9 g (0,125 Mol) Natrium, 32,0 g (0,2 Mol) 
Malonester, < 0,075 Mol 6-Methyl-dodecyl-jodid-(1) in 50 ccm absol. 
Athanol. 6-Methyl-dodecyl-1-malonester: 23,9 g (93,2° d.Th.), Sdp.o,4 
154—156°. 8-Methyl-myristinsaure: 14,8 g (87,69, “d. Th.), Sdp.,, 192—194°. 

Schmp. 3,5—4°. 

4,632 mg Sbst.: 12,660 mg CO,, 5,029 mg H,O. — 134,52 mg Sbst. verbr. 
5,56 cem 0,1-n. NaOH. 

C,5H3,0,. (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, alge otal 242,4. 

Gef. C 74,58, H 12,15, Aquiv.-Gew. 241,8. 
8-Methyl-tetradecanol-(1). 0,9g (0,026 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 
Ather, 13,9 g (0,052 Mol) 8- Methyi- myristinsdure-athylester (Sdp.,, 178 bis 
180°) in 100 ccm absol. Ather. Ausb. 10,0 g (85,5% d. Th.), Sdp.o,, 138—140°. 
10-Methyl-palmitinsaure. 1,6 g (0,07 Mol) Natrium, 17,8 g (0,11 Mol) 
Malonester, < 0,042 Mol 8-Methyl-tetradecyl-jodid in 50ccm absol. 
Athanol. 8-Methyl-tetradecyl-1-malonester: 12,3 g (79,9% d. Th.), Sdp.o,¢ 
180—182°. 10- Methy]l- palmitinsaure: 5,5 ¢g (ein Teil der Ausbeute ging durch 
Unfall verloren), Sdp.,,; 189°. Einmal aus Petrolither, dreimal aus Aceton um- 
kristallisiert. Schmp. 24—24,5°. 

4,340 mg Sbst.: 12,037 mg CO,, 4,861 mg H,O. — 133,71 mg Sbst. verbr. 
4,97 ccm 0,l-n. NaOH. 

C,,H,,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv. — 270,4. 

Gef. C 75,69, H 12,53, . Aquiv.-Gew. 269,1. 
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10-Methyl-palmitinsiure-amid. Einmal aus Methanol, zweimal aus 
Essigester. Schmp. 80,5—81°. 

4,281 mg Sbst.: 0,204 ccm N, (korr.), 19°, 744 mm (red.). 

Cy,H,;ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,45. 


11-Methyl-palmitinsaiure 
2-Methyl-heptanol-(1). 11,9 g (0,34 Mol) LiAIH, in 300 ccm absol. Ather, 
117,8 g (0,68 Mol) 2-Methyl-heptansaure- athylester (Sdp. 188—190°) in 
200 ccm absol. Ather. Ausb. 82,1 g (92,9% d. Th.), Sdp. 176—178°. 
4-Methyl-nonansiaure. 19,2 g (0,836 Mol). Natrium, 167,2 g (1,045 Mol) 
Malonester, < 0,628 Mol 2-Methyl- heptyl- 1-jodid in 200 ccm ake Athanol. 
2-Methyl-heptyl-1-malonester: 120,9 g (84,7°% d. Th.). Sdp.,) 170—172°. 4-Methyl- 
nonansaure: 64,1 g (83,8°/, d. Th.), Sdp.yo 152— 153°, 
90,78 mg Sbst. vile, 5,25 com 0,1-n. NaOH. 
Aquiv.-Gew. ber. 172,3, gef. 173,1. 
4-Methyl-nonanol-(1). 5,7 g (0,164 Mol) LiAIH, in 200 ccm absol. Ather, 
65,6 g (0,328 Mol) 4-Methyl-nonansaure- athylester (Sdp. 230°) in 200 ccm 
absol. Ather. Ausb. 46,7 g (90,2°% d. Th.), Sdp. 216—218°. 
6-Methyl-undecansaure. 11,2 g (0,487 Mol) Natrium, 124,5 g (0,778 Mol) 
Par scm < 0,292 Mol 4- Methyl- nonyl-1-jodid in 150 cem absol. Athanol. 
4-Methyl- nonyl- 1- malonester: 63,5 g (72,5), Sdp.,;, 170—181°. 6-Methyl- 
undecansaure: 37,5 g (88,4°% d. Th.), Sdp-,, 173—174°. 
119,89 mg Sbst. verbr. 5,95 ccm 0,l-n. NaOH. 
Aquiv.- Gew. ber. 200,3, gef. 201,5. 
5-Methyl-decyl-1-bromid. 30,7 g (0,172 Mol + 5%) AgNO, in 300 ccm 
Wasser, versetzt mit 14,5 g (0,172 Mol + 50°) KOH in 200 ccm Wasser. Um- 
setzung des erhaltenen Ag,O mit 34,3 g (0,172 Mol) 6-Methyl-undecansaure 
in 300 ccm Benzol. 49,8 g (94,3°, d. Th.) Silbersalz. Dieses in 200 ccm CCl, suspens 
diert und mit 25,9 g (8,3 ccm) (0,162 Mol) Brom in 50 ccm CCl, versetzt. Ausb. an 
Bromid: 29,1 g (76,4°% d. Th.), Sdp.,) 112—114°. 
7-Methyl-laurinsdure. 4,7 g (0,205 Mol) Natrium, 52,5 g (0,328 Mol) 
Malonester, 29,1 g (0,124 Mol) 5-Methyl-decyl-1-bromid in 100 cem absol. 
Athanol. 5- Methyl- decyl-1-malonester: 35,6 g (91,5% d. Th.), Sdp.j») 180 bis 
182°. 7-Methyl-laurinsaure: 20,3 g (84,0°% d. Th.) Sdp. -19 176—178°. 
114,89, 128,36 mg Sbst. verbr. 5,37, 5,98 com 0,l-n. NaOH. 
Aquiv. -Gew. ber. 214,3, gef. 214,1, 214,7. 
7-Methyl-dodecanol-(1). 1,2 g (0,035 Mol) LiAlH, in 100 ccm absol. Ather, 
17,1 g (0,071) Mol 7-Methyl- laurinsaure- athylester (Sdp.,; 151—153°) in 
50 ccm absol. Ather. Ausb. 12,6 g (89,4°% d.Th.), Sdp.,, 141—143°. 
9-Methyl-myristinsaure. 2,3 g (0,1 Mol) Natrium, 25,9 g (0,162 Mol) 
Malonester, < 0,06 Mol 7- Methyl-dodecyl-1-jodid in 70 ccm absol. Athanol. 
7-Methyl- dodecyl- 1-malonester: 17,6 g (85,1% d.Th.), Sdp.,. 209—210°. 
9-Methyl-myristinsaure: 10,5 g (84,39% d. Th.),. Sdp.,. 192—194°. Schmp. 
4—4,5°, 
. 3,830 mg Sbst.: 10,413 mg CO,, 4,348 mg H,O. — 124,15 mg Sbst. verbr. 
5,11 cem 0,l-n. NaOH. 
C,;H590, (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 
Gef. C 74,19, H 12,70, Aquiv. -Gew. 242,8. 
9-Methyl-tetradecanol-(l). 0,6 g (0,017 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 
Ather, 8,9 g (0,033 Mol) 9-Methyl-myristinsaure-athylester (Sdp.,. 169 bis 
171°) in 50 ccm absol. Ather. Ausb. 6,3 g (84,0°/, d. Th.), Sdp.o,, 137—139°. 
11-Methyl-palmitinsaure. 0,9 g (0,04 Mol) Natrium, 10,2 g (0,064 Mol) 
Malonester, < 0,025 Mol 9-Methyl-tetradecyl-1- jodid in 50 ccm absol. 
Athanol. 9-Methyl-tetradecyl-1-malonester: 8,0g (86,5°( d.Th.), Sdp.o,4 
6* 
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192—194°. 11-Methyl-palmitinsaure: 4,9 g (84,5°% d. Th.), Sdp.o, 187—188°. 
Zweimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 18,5—19°. 
3,630 mg Sbst.: 10,022 mg CO,, 4,075 mg H,0. 
7 34,18 mg Sbst. verbr. 4,94 eem 0,l-n. NaOH. 
CAD, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,34, H 12,56, Aquiv.-Gew. 271,5 
11-Methyl-palmitinsaiure-amid. Einmal aus Methanol, dreimal aus 
Essigester. Schmp. 71—71,5°. 
. 600 mg Sbst.: 0,215 eem N, (korr.), 19°, 740 mm (red.). 
C,;H,;,ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,32 





12-Methyl-palmitinsaiure 
-Methyl-hexanol-(1). 20,7 g (0,59 Mol) LiAIH, in 500 ccm absol. Ather, 
187 el, 18 Mol) 2-Methyl-hexansaure-aithylester (Sdp. 172—175°) in 250 ccm 
absol. Ather. Ausb. 124,5 g (98, LA d. Th. )s Sdp. 165—167°. 

4-Methyl- meer Reto 40,8 (1,775 Mol) Natrium, 454,4 g (2,84 Mol) 
Malonester, < 1,065 Mol 2-Methyl-hexyl1-1-jodid in 400 ccm sind. Athanol. 
2-Methylhexyl-1l-malonester: 191,1 g (69,5°/ d. Th.), Sdp.,. 144—146°. 
4-Methyl-octansaure: 95,3 g (81,594 d.Th.), Sdp.,) 140—142°. 

79,42 mg Sbst. verbr. 4,98 ccm Ole. NaOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 158,2, gef. 159,6. 

4-Methyl-octanol-(1). 9,7 g (0,276 Mol) LiAIH, in 200 ccm absol. Ather, 
102,7 g (0,552 Mol)-4-Methyl- octanséure- athylester (Sdp.,, 96°) in 200 cem 
absol. Ather. Ausb. 73,7 g (92,7 7% d. Th.), Sdp.19 95—96°. 

6-Methyl-decansaure. 19,4 g (0,845 Mol) Natrium, 216,3 g (1,352 Mol) 
Malonester, < 0,508 Mol 4-Methyl-octyl-1-jodid in 200 ccm abso}. Athanol, 
4-Methyl-octy!-1-malonester: 129.6 g (89,19, d. aa Sdp.;) 164—166°. 
6-Methyl-decansaure: 73,9 g (87,79 d. Th.), Sdp.,. 158—160°. 

95,20 mg Sbst. verbr. 5,12 cem O.1. n. NaOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 186,3, gef. 185,9. 

6-Methyl-decanol-(1). 6,1 g (0,174 Mol) LiAlH, in 200 ccm absol. Ather, 
74,5 g¢ (0,348 Mol) 6-Methyl-decansaure-ithylester (Sdp.,;, 146—148°) 
in 200 cem absol. Ather. Ausb. 54,4 g (91, 0°/, a. "Th: ), Sdp. -19 120—122°. 

S meseyen laurinsdure. 11,5 g (0,5 Mol) Natrium, 128,0g (0,8 Mol) 
Malonester, < 0,31 Mol 6-Methyl-decyl-1-jodid in 120 ccm absol. Athanol. 
6- Methyldecyl- I-malonester: 88,5 g (91,09 d.Th.), Sdp.o, 150—151°. 
8-Methyl-laurinsiure: 53,1 g (88,0°/, d. Th.), Sdp.;, 179—181°, 

107,68, 116,38 mg Sbst. verbr. 5,01, 5,41 ccm 0,1-n. NaOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 214,3, gef. 214,9, 215,0. 

8- Methyl. dodecanol-(1). 3,9 g (0,11 Mol) LiAlH, in 150 ccm absol. Ather, 
53,2 g (0,22 Mol) 8-Methyl-laurinsaure- athylester (Sdp.,9 153°) in 100 cem 
absol. Ather. Ausb. 40,3 g (91,6%% d. Th.), Sdp.,) 145—147°. 

10-Methyl-myristinsaure. 7,6 g (0,33 Mol) Natrium, 84,5 g (0,528 Mol) 
Malonester, < 0,199 Mol 8-Methyl-dodecyl-1-jodid in 100cem absol. 
Athanol. 8-Methyl-dodecyl-1- malonester: 60,7 g (89, 2% d.Th.), Sdp-.o,¢ 
176—178°. 10-Methyl-myristinsaure: 38,3 g (89,2°/ d. Th.), Sdp.,,; 169—171°. 
Schmp. 16,5—17°. 

3,616, 3,428 mg Sbst.: 9,856, 9,348 mg CO,, 4,076, 3,820 mg H,O. — 104,11 mg 
Sbst. verbr. 4,28 ccm 0,1-n. NaOH. 

C,H 390. (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 

Gef. C 74,38, 74,43, H 12,61, 12,47, Aquiv.-Gew. 243,3. 

10-Methyl-tetradecanol-(1) 2,6 g (0,073 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 

Ather, 39,4 g (0,146 Mol) 10-Methyl-myristinsaure-athy lester (Sdp. yo 177°) in 
100 ccm absol. Ather. Ausb. 31,1 g (93, 4%, d. Th.), Sdp.,,_ 156°. 
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12-Methyl-palmitinsaure. 5,1 g (0,22 Mol) Natrium, 56,3 g (0,352 Mol) 
Malonester, < 0,133 Mol 10- Methyl- tetradecyl-1- jodid in 50 ccm absol. 
Athanol. 10-Methyl-tetradecyl-1-malonester: 45,1 g (91,7% d. Th.), Sdp.o,o 
174—176°. 12-Methyl-palmitinsaiure: 29,3g (89,1% d.Th.), Sdp.. 189°. 
Einmal aus Petrolather, dreimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 28—28,5°. 

4,057, 3,835 mg Sbst.: 11,248, 10,606 mg CO,, 4,604, 4,321 mg H,O. — 138,14 mg 
Sbst. verbr. 5,12 ccm 0,1-n. NaOH 

C,,H3,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv. -Gew. 270,4. 

Gef. C 75,66, 75,47, H 12,70, 12,61, Aquiv.-Gew. 269,9. 

12-Methyl-palmitinsiure-amid. Kristallisiert aus Methanol, Aceton 
und Kssigester. Schmp. 85,5—86°. 

3,860 mg Sbst.: 0,181 ccm N, (korr.), 22,5°, 745 mm (red.). 

CyyH,;ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,31. 


13-Methyl-palmitinsaure 

2-Methyl-pentanol-(1). 21,0 g (0,6 Mol) LiAIH, in 500 ccm absol. Athanol, 
171,4 g (1,19 Mol) 2-Methyl-pentansaure- -athylester (Sdp. 156—158°) in 
250 cem absol. Ather. Ausb. 112,0 g (91,5% d.Th.), Sdp. 145—147°. 

4-Methyl-heptansaure. 25,3 g (1,098 Mol) Natrium, 175,7 g (1,098 Mol) 
Malonester, < 1,098 Mol 2-Methyl-amyl-1-jodid in 250 com absol. Athanol. 
2-Methyl-amyl-l-malonester: 195,3g (72,9% d.Th.). Sdp.,, 135—136°. 
4-Methyl-heptansaure: 94,0 g (81,6°% d. Th.). Sdp. 235—237°. 

71,80 mg Sbst. verbr. 4,98 ccm 0,l-n. NaOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 144,2, gef. 144,2. 

4-Methyl-heptanol-(1). 7,8 g (0,224 Mol) LiAIH, in 200 ccm absol. Ather, 
77,1 g (0,448 Mol) 4- Methyl- heptansaure-aithylester (Sdp. 196—197°) 
in 200 ccm absol. Ather. Ausb. 55,1 g (94,7°% d. Th.). Sdp. 749 185—187°, Sdp.1 80°. 

6-Methyl-nonansaure. 16,2 g (0,705 Mol) Natrium, 180,5 g (1,128 
Mol) Malonester, < 0,424 Mol 4-Methyl-heptyl-1-jodid in 200 ccm absol. 
Athanol, 4-Methyl-heptyl-l-malonester: 95,4g (82,7% d.Th.), Sdp.19 
164—166°. 6-Methyl-nonansaure: 52,0 g (86, 1%, a Th). Sdp.19 150—152°. 

93,47 mg Sbst. verbr. 5,39 ccm 0,1-n. NaOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 172,3, ‘gef. 173,3. 

6-Methyl-nonanol-(1). 3,9g (0,11 Mol) LiAIH, in 150 ccm absol. Ather, 
44,0g (0,22 Mol) 6-Methyl-nonansaure- -Athylester (Sdp.;9 113—114°) in 
100 ccm absol. Ather. peg 31,5 g (93,% d. Th.), Sdp.,9 110—111°. 

8-Methyl-undecansaure. 7,5 g (0,325 Mol) Natrium, 83,2 g (0,52 Mol) 
Malonester, < 0,196 Mol 6-Methy!-nonyl-1-jodid in 100 ccm absol. Athanol. 
6-Methyl- nonyl- l-malonester: 52,8g (89,8% d.Th.), Sdp.y9 181—183°. 
8-Methyl-undecansaure: 30,4 g (86,4° d. Th.), Sdp.;) 170—172°. 

107,10 mg Sbst. verbr. 5,31 ccm 0,1-n. NaOH. 

Aquiv. -Gew. ber. 200,3, gef. 201,6. 

7-Methyl-decyl-1-bromid. 52,8 g (0,282 Mol + 10%) AgNO, in 400 ccm 
Wasser, versetzt mit 23,7 g (0,282 Mol + 50%) KOH in 300 ccm Wasser. Um- 
setzung des erhaltenen Ag,O mit 56,5 g (0,282 Mol) 8-Methyl-undecansaure 
in 400 ccm Benzol. 85,1 g (98,3°% d. Th.) Silbersalz. Dieses in 400 ccm CCl, 
suspendiert und mit 44,3 g (14,1 ccm) (0,277 Mol) Brom in 50 ccm CC, versetzt. 
Ausb. an Bromid: 44,4 g (68,2°/, d. Th.), Sdp.j. 120—122°. 

9-Methyl-laurinsaure. 7,3 g (0,315 Mol) Natrium, 80,6 g (0,504 Mol) 
Malonester, 44,4 g (0,189 Mol) 7- ‘Methyl. decyl-1- bromid in 100 ccm absol. 
Athanol. 7- Methyl- decyl-1-malonester: 57,1 g (96,2% d. Th.), Sdp.,. 180 bis 
182°. 9-Methyl-laurinsdure: 34,2 g (87, 30/ d. Th.), Sdp.,, 176—178°, 

108,40 mg Sbst. verbr. 5,04 ccm 0,1-n. NaOH. 

Aquiv. -Gew. ber. 214,3, gef. 215,2. 
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9-Methyl-dodecanol-(1). 2,6 g (0,073 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 
Ather, 35,0 g (0,145 Mol) 9-Methyl- asians aithylester (Sdp.j) 150 bis 
152°) in 50 com absol. Ather. Ausb. 26,8 g (92,4% d. Th.), Sdp.;, 146—148°. 

11-Methyl-myristinsaure. 4,6 g (0,2 Mol) Natrium, 51,2 g (0,32 Mol) 
Malonester, <0,13 Mol 9-Methyl-dodecyl-1l-jodid in 100ccm absol. 
Athanol. 9- Methyl- dodecyl-1-malonester: 41,2 g (92,59, d.Th.), Sdp.o,5 
182—184°, 11-Methyl-myristinsaure: 25,8 g (89,0, d. Th.), Sdp. -og L7O—171°. 
Zweimal aus Aceton umkristallisiert, Schmp. 18, 5—19°, 

3,633 mg Sbst.: 9,892 mg CO,, 3,955mg H,O. — 133,69 mg Sbst. verbr. 
5,52 cem 0,l-n. NaOH. 

Cy5Hg90. (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv. -Gew. 242,4. 

Gef. C 74,30, H 12,18, Aquiv.-Gew. 242,0. 

11-Methyl-tetradecanol-(1). 1,6g (0,045 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 
Ather, 24,0 g (0,089 Mol) 11- Myristinséure- athylester (Sdp. 79 L72—173°) in 
50 ccm absol. Ather. Ausb. 18,9 g (93,2% d. Th.), Sdp, 5 145°. 

13-Methyl-palmitinsaure. 3,5 g (0,15 Mol) N atrium, 38,4 g (0,24 Mol) 
Malonester, < 0,08 Mol 11-Methyl-tetradecyl-1-jodid in 50 cem absol. 
Athanol. 11-Methyl-tetradecyl-i-malonester: 26,8 g (90.5% d. Th.), 
Sdp.o,; 195—197°. 13-Methyl-palmitinsaure: 17,5g (90,2% d th.) Sdp.o,4 
186°. Einmal aus Petrolather, zweimal aus Aceton kristillisiert, Schmp. 30—30,5°. 

4,401 mg Sbst.: 12,152 mg CO;, 4,960 mg H,O. — 133, 26 mg Sbst. verbr. 
4,94 ccm 0,l-n. NaOH. 

C,,;H,,0. (270,4).. Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 

Gef. C 75,35, H 12,61, Aquiv.-Gew. 269,7. 

13-Methyl-palmitinsaiure-amid. Zweimal aus Methanol, zweimal aus 
Essigester kristallisiert. Schmp. 78,5—79°. 

3,695 mg Sbst.: 0,172 cem N, (korr.), 19,0°, 743 mm (red.). 

C,,H,,ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,32 


14-Methyl-palmitinsaure 
5-Methyl-heptansaure. 23,0 g (1 Mol) Natrium, 240 g (1,5 Mol) Malon- 
eution:; 123,1 g (0,73 Mol) 1-Brom-3-methyl- pentan (Sdp. 145—147°, ge- 
wonnen durch Bromierung von 1-Oxy-3-methyl-pentan*) in 250 ccm absol. Athanol. 
3-Methyl-amyl-l-malonester: 162,1g (91,0°%% d.Th.), Sdp.y. 142—144° 
5-Methyl-heptansaure: 73 g (76,8% d. Th.), Sdp. 236—238°, 
78,60 mg Sbst. verbr. 5,43 ccm 0,1-n. NaOH. 
Aquiv.-Gew. ber. 144,2, gef. 144,8. 
5-Methyl-heptanol-(1). 19,3 g (0,55 Mol) LiAlH, in 500 ccm absol. Ather, 
188,4 g (1,1 Mol) 5-Methyl- heptansaure- athylester (Sdp. 196—198°) in 
250 cem absol. Ather. Ausb. 135,3 g (94,6°% d. Th. ), Sdp. 184—185°. 
7-Methyl-nonansaure. 39,8g (1,73 Mol) Natrium, 442,9g (2,77 Mol) 
Malonester, < 1,04 Mol 5-Methyl- heptyl- 1-jodid in 400 cem absol. Athanol. 
5-Methyl- heptyl- 1l-malonester: 235,7 g (83,394 d.Th.). Sdp.,; 162—164°. 
7 the ieneanalnnn: 135, 8 g (91,1% d. Th.). Sdp. +» 142—143°, 
4,820 mg Sbst.: 13,329mg CO,, 5,948 mg H,O. — 97,30mg Sbst. verbr. 
5,63 com 0,l-n. NaOH. 
CypHo 90. (172,3). Ber. C 75,69, H 14,02, Aquiv.-Gew. 172,3. 
Gef. C 75,46, 7 23,61, Aquiv.-Gew. 172,8. 
7-Methyl- nonanol-(1). 11,5 g (0,327 Mol) LiAIH, in 500 ccm absol. Ather, 
130,6 g (0,653 Mol) 7-Methyl-nonansaure-athylester (Sdp.,; 115°) in 250 ccm 
absol. Ather. Ausb. 99,3 g (96,3°% d. Th.), Sdp..) 115°. 


* Wir itis der Firma Hoffmann-La Roche & Co. fiir frdl. Uberlassung 
des Alkohols. 
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9-Methyl-undecansaure, 24,2 g (1,05 Mol) Natrium, 268,8 g (1,68 Mol) 
Malonester, < 0,62 Mol 7-Methyl-nonyl-1-jodid in 250 ccm absol. Athanol. 
7-Methyl- nonyl- l-malonester: 137,7g (74,09 d.Th.), Sdp., 160—162°. 
9-Methyl-undecansaure: 80,7 g (88, bop d. rh ), Sdp.y9 170—171°. 
3,017 mg Sbst.: 7,974 mg CO,, 3,303 mg H,O. — 105,09 mg Sbst. verbr. 
5,25 ecm 0,1-n. NaOH , 
C,2H_40. (200,3). Ber. C 71,95, H 12,08, Aquiv.-Gew. 200,3. 
Gef. C 72,13, H 32:26. Aquiv.-Gew. 200,0. 
8-Methyl-decyl-1-bromid. 47,1 g (0,231 Mol + 20%) AgNO, in 400 ccm 
Wasser, versetzt mit 19,4 g (0,231 Mol + 50%) KOH in 200 cem Wasser. Um- 
setzung des erhaltenen Ag,O mit 46,2 ¢ (0, 331 Mol) 9-Methyl-undecansaure in 
400 ccm Benzol. 65,0 g (91,7°/ d. Th.) Silbersalz. Dieses in 200 cem CCl, suspendiert 
und mit 33,9 g (10,8 ccm) (0,212 Mol) Brom in 50 ccm CCl, versetzt. Ausb. an 
Bromid: 30,4 g (61,0% d. Th.), Sdp.o, 95°. 
10-Methyl-laurinsaéure. 5,0g (0,215 Mol) Natrium, 55,0 g (0, 344 Mol) 
Malonester, 30,4 g (0,129 Mol) 8-Methyl-decyl-1- bromid in 100 ccm absol. 
Athanol. 8- Methyl- decyl-1-malonester: 36,6 g (90,49, d. Th.), Sdp.y) 192 bis 
194°, 10-Methyl-laurinsaure: 20,1 g (80,4°% @. Th.), ‘Sdp. 19 178—180°. 
139,30 mg Sbst. verbr. 6,45 ccm 0,1-n. NaOH. 
Aquiv.-Gew. ber. 214,3, gef. 216,0. 
10-Methyl-dodecanol-(1). 1,4 g (0,041 Mol) LiAIH, in 150 ccm absol. Ather, 
19,9 g (0,082 Mol) 10-Methyl- laurinsdure- athylester (Sdp.19 156—158°) 
in 100 ccm absol. Ather. Ausb. 15,1 g (92,19 d. Th.), Sdp.y9 148—150°. 
12-Methyl-myristinsaure. 2,7 g (0, 115 Mol) Natrium, 29,4 g (0,184 Mol) 
Malonester, < 0,07 Mol 10- Methyl- dodecyl-1-jodid in 50ccm absol. 
Athanol. 10- Methyl- dodecyl-1-malonester: 22,0g (91,0% d.Th.), Sdp..o 
204—206°. 12-Methyl-myristinsaure: 13,2 g (84,8% d. Th.), ‘Sdp. -19 L96—198°. 
Dreimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 26,5—27°. 
4,367, 4,559 mg Sbst.: 11,910, 12,380 mg CO,, 4,784, 5,090 mg H,O. — 
90,90 mg Sbst. verbr. 3,76 cem 0,1-n. NaOH. 
C1sH3 90. (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 
Gef. C 74,43, 74,10, H 12,26, 12,49, Aquiv.-Gew. 242,0. 
12-Methyl-tetradecanol-(1). 0,7 g (0,02 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 
Ather, 11,0g (0,041 Mol) | 12- Methyl- myristinsaure-athylester (Sdp.,, 
179—181°) in 50 cem absol. Ather. Ausb. 7,8 g (84,1°/ d. Th.), Sdp.y9 170—172°. 
14-Methyl-palmitinsaure. 1,3 g (0,055 Mol) Natrium, 14,1 g (0,088 Mol) 
Malonester, < 0,0342 Mol 12-Methyl-tetradecyl-1- jodid in 50 cem absol. 
Athanol. 12-Methyl-tetradecyl-1-malonester: 10,6 g (83,8% d. Th.), Sdp.o,; 
186—188°. 14-Methyl-palmitinsaure: 5,8g (75,3% d. Th. 5, Sdp.o,5 173°. 
Einmal aus Petrolither, zweimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 39,5—40°. 
3,982, 3,681 mg Sbst.: 10,999, 10,175 mig CO,, 4,525, 4,201 mg H,O. — 138,26 mg 
Sbst. verbr. 5,13 ccm 0,1l-n. NaOH. 
C,,H,,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,38, 75,43, H 12,72, 12,77, Aquiv.-Gew. 269,7. 


14-Methyl-palmitinsaéure-amid. Zweimal aus Methanol, je einmal aus 
Aceton und Essigester umkristallisiert. Schmp. 91—91,5°. 


3,275 mg Sbst.: 0,146 ccm N, (korr.), 19°, 745 mm (red.). 
C,,H;;ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,11. 


15-Methyl-palmitinsaure 


5-Methyl-hexansiaure. 39,7 g (1,725 Mol) Natrium, 441,6 g Malonester, 
< 1,035 Mol 3-Methyl-butyl-1l-jodid (dargestellt durch Reduktion und 
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Jodierung von synthetisch gewonnenem 3-Methyl-buttersiure-athylester) in 

350 ccm absol. Athanol. 3-Methyl-butyl-1-malonester: 186,2 g (78,5% d. Th.), 

—_ 239—241°, Aus 168,9 g dieses Malonesters erhielt man 81,2 g (95,19 d. Th.) 
5-Methyl-hexansaure. Sdp. 213—215°. 


81,00 mg Sbst. verbr. 6,14 ccm 0,l-n. NaOH. 
Aquiv.-Gew. ber. 130,2, gef. 131,9. 


5-Methyl-hexanol-(1). 18,1 g (0,517 Mol) LiAIH, in 300 ccm absol. Ather, 
163,5 g (1, 034 Mol) 5-Methyl-hexansaure- athylester (Sdp. 171°—173°) in 
200 cem absol. Ather. Ausb. 104,5 g (87,2% d.Th.), Sdp. 169—171°. 
7-Methyl-octansaure. 24,1 g (1,047 Mol) Natrium, 191,4g (1,196 Mol) 
Malonester, < 0,896 Mol 5-Methyl-hexyl-1- -jodid in 300 com absol. Athanol. 
5-Methylhexyl-1-malonester: 206,1 g (89,1% d. Th.), Sdp.,,. 152—154°. 7-Me- 
thyl-octansaure: 111,5g (88,3% d. Th.), Sdp- 140—142°, 


79,01, 79,65 mg Sbst. verbr. 5,00, 5,03 ccm 0,1-n. NaOH. 
Aquiv. -Gew. ber. 158,2, gef. 158,3, 158,3. 


7-Methyl-octanol-(1). 10,9 g (0,312 Mol) LiAlH, in 300 ccm absol. Ather, 
116,7 g) (0,624 Mol) 7-Methyl-octansaure- athylester (Sdp. 210—212°) in 
200 cem absol. Ather. Ausb. 80,7 g (89,8°%), Sdp. 200—202°. 


9-Methyl-decansaure. 21,3 g (0,925 Mol) Natrium, 236,8g (1,48 Mol) 
Malonester, < 0,554 Mol 7- Methyl- octyl-1-jodid in 250 ccm absol. Athanol. 
7-Methyl- octyL-1- malonester: 138,8 g (87,6°%), Sdp.,. 160—162° 9-Methyl- 
decansaure: 76,7 g (95,6% d. Th.), Sdp.. 150—152°. Umkristallisiert aus Aceton. 
Schmp. 29—29,5°. 


96,06 Sbst. verbr. 5,15 ccm 0,1-n. NaOH. 
Aquiv.-Gew. ber. 186,3. gef. 186,5. 


9-Methyl-decanol-(1): 6,3 g (0,181 Mol) LiAIH, in 200 ccm absol. Ather, 
77,4 g (0,362 Mol) 9-Methyl-decansaure- athylester (Sdp.;. 130—131°) in 
100 ccm absol. Ather. Ausb. 56,1 g (90,0% d. Th.), Sdp.,. 135—136°. 


11-Methyl-laurinsaure. 12,3 g (0,535 Mol) Natrium, 137,0 g (0,856 Mol) 
Malonester, < 0,321 Mol 9-Methyl-decyl-1-jodid in 150 cem absol. Athanol. 
9-Methyl- decyl. 1-malonester: 85,1 g (84,394 d.Th.), Sdp.,. 188—190°. 
11-Methyl-laurinsaure: 51 me (88,5% a. Th.) ), Sdp.ry 174°. Einmal aus Aceton, 
Schmp. 40,5—41°. 


108,49 mg Sbst. verbr. 5,07 ccm 0,1-n. NaOH. 
Aquiv.- Gew. ber. 214,3, gef. 214,4. 


11-Methyl-dodecanol-(1). 3,5 g (0,1 Mol) LiAlH, in 100 ccm absol. Ather, 
48,1 g (0,199 Mol) 11-Methyl-laurinsaure- athylester (Sdp.39 155°) in 100 ecm 
absol. Ather. Ausb. 37,4 g (94,0% d. Th.), Sdp.,, 139°. 


13-Methyl-myristinsaure. 7,0 g (0,305 Mol) Natrium, 78,1 g (0,488 Mol) 
Malonester, < 0,184 Mol 11-Methyl-dodecyl-1l-jodid in 100 ccm absol. 
Athanol. 11- Methyldodecyl- l-malonester: 59,8g (95,1% d.Th.), Sdp.os 
188°. 13-Methylmyristinsaure: 38,0 g (89,7°% d.Th.), Sdp.,. 189°. Zweimal 
aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 51—51,5°. 

3,407, 3,330 mg Sbst.: 9,535, 9,090 mg CO,, 3,887, 3,720 mg H,O. — 120,00 mg 
Sbst. verbr. 4,92 ccm 0,l-n. NaOH 


Cy5H 390, (242,4). Ber. C 74,32, H 12,48, Aquiv.-Gew. 242,4. 
Gef. C 74,19, 74,49, H 12,40, 12,50, Aquiv.-Gew. 243,8. 


13-Methyl-tetradecanol-(1). 2,1 g (0,061 Mol) LiAIH, in 100 ccm absol. 
Ather, 32,9 g (0,122 Mol) 13-Methyl-myristinsaure- -Athylester (Sdp.,, 177°) 
in 50 ccm absol. Ather. Ausb. 24,9 g (90,0% d.Th.), Sdp.,. 164°. 
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15-Methyl-palmitinsaure. 4,1 g (0,18 Mol) Natrium, 46,1 g (0,288 Mol) 
Malonester, < 0,170 Mol 13-Methyl-tetradecyl-1-jodid in 50 ccm absol. 
Athanol. 13-Methyl-tetradecyl-1-malonester: 36,0 g (90,9% d. Th.), Sdp.o,5 
179'. 15-Methyl-palmitinsaure: 23,8 g (91,9% d. Th.), Sdp.),, 176°. Einmal 
aus Petrolither, dreimal aus Aceton kristallisiert, Schmp. 59,5—60°. 


4,287 mg Sbst.: 11,885 mg CO,, 4,884 mg H,O. 

135,40 mg Sbst. verbr. 5,00 ccm 0,1-n. NaOH. 

C,,H,,0, (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 

, Gef. C 75,66, H 12,75, Aquiv.-Gew. 270,6. 

15-Methyl-palmitinsiure-amid. Zweimal aus Methanol, zweimal aus 
Essigester umkristallisiert. Schmp. 100,5—101°. 


4,419 mg Sbst.: 0,203 ccm N, (korr.), 19°, 726 mm (red.). 
Cy,H,;ON (269,4). Ber. N 5,22. Gef. N 5,13. 


Zusammenfassung 


Zur Klarung der Frage, inwieweit die Eigenschaften einer einfach 
methylierten Fettsiure von der Stellung der Methylverzweigung 
abhingen, wurden die 14 racemischen Monomethyl-palmitin- 
siuren synthetisiert. Als methylverzweigte Ausgangssubstanzen dienten 
2-Methyl-carbonsiuren oder Methyl-alkyl-carbinole. Die Kettenver- 
langerung mit Malonester lieB sich durch Reduktion der als Zwischen- 
produkte anfallenden Athylester mit Lithiumaluminiumhydrid verein- 
fachen und in den Ausbeuten erheblich verbessern. 

7-Methyl-palmitinsiure wurde durch Ringéffnung des entsprechen- 
den Alkyl-«-furyl-carbinols dargestellt und damit gezeigt, daB die 
Furanringspaltung, die hier zu einer Kettenverlingerung um 5 CH,- 
Gruppen fiihrt, zum Aufbau verzweigter Fettsiuren verwendbar ist. 

Die Schmelzpunktkurven der Monomethyl-palmitinsiuren und der 
ebenfalls dargestellten Methyl-myristinséuren haben ,,Muldenform“; die 
Kurven verlaufen jedoch nicht kontinuierlich, sondern mit unregel- 
maBiger Oszillation. Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen dem 
Ort der Methylsubstitution in der Fettsiurekette und dem Verhalten 
des Schmelzpunktes lassen sich einige RegelmaBigkeiten erkennen, die 
bei allen bisher bekannten methylverzweigten hdheren Fettsiuren 
wiederkebren. 
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Quantitative Bestimmung der Acetalphosphatide (Plasmalogen) im 
Serum unter Beriicksichtigung des ,,Waelsch-Effektes“ 


Von 
R. Feulgen, W. Boguth und G, Andresen 
Aus dem Physiolog.-chem. Institut der Akademie fiir Medizinische Forschung und Fortbildung, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1950) 
A. Allgemeiner Teil: 


Die verschiedenen vorgeschlagenen Methoden, 
ihre Fehler und Instabilitaéten sowie deren Beseitigung 


Nach Aufklarung der Konstitution des Plasmalogens und Auf- 
stellung der Gruppe der Acetalphosphatide’ trat-die Erforschung 
ihrer biologischen Bedeutung in den Vordergrund. Eine solche setzt 
quantitative Methoden zur Bestimmung der Acetalphosphatide in erster. 
Linie im Serum, dann aber auch im Blut und in Organen voraus. Be- 
obachtungen an_alten und neuen Methoden zwangen uns indessen zur 
Zuriickhaltung, so daB wir erst nach einer mehrjahrigen Erfahrung an 
weit iiber tausend Bestimmungen das von uns ausgearbeitete Verfahren 
mitteilen wollten. Zunaichst scheint jedoch eine Kritik an bisher vor- 
geschlagenen Methoden erforderlich zu sein. 

1. Feulgen und Imhauser? gaben eine besonders einfache,,direkt‘‘ genannte 
Methode an zur quantitativen Bestimmung des Plasmals im Serum; die Struktur 
des Plasmalogens war damals noch nicht bekannt. Sie versetzten Serum nach dem 
Ansiuern (mit SO,-haltigem Wasser und HCl) mit fuchsinschwefliger Saure (FSS), 
warteten das Maximum der Farbe ab und kolorimetrierten. Indes, selbst wenn man 
die damalige kolorimetrische Methode auf die moderne Absolut-Kolorimetrie um- 
stellen wiirde, so ware diese Methode doch zur eigentlichen Bestimmung der Acetal- 
phosphatide nicht geeignet, da das Plasmal (Summe der héheren Fettsaurealdehyde) 
und die mit FSS entstehenden Farbstoffe Lipoide sind, die im Serum, das ja 
hier zugleich Farbansatz ist, nicht echt gelést, sondern fein dispers vorkommen. 
Der Extinktionskoeffizient ist aber auch von der Dispersitét des Farbstoffs ab- 
hangig, welche unter verschiedenen physiologischen Verhiltnissen sehr ver- 
schieden sein kann. 

2. Feulgen und Griinberg® haben daher eine ,,indirekte“ Methode vor- 
geschlagen, bei der das Plasmalogen zuvor mit einem organischen Loésungsmittel 
extrahiert wurde. Nun ist aber die FSS nur in Wasser unzersetzt existenzfahig, 
wahrend die Lipoide in Wasser unldslich sind. Die Farbstoffsynthese wurde daher 
in wassriger Suspension unter feinster Dispergierung der Lipoide angestrebt, und 
die gefarbten Lipoide dann mit einem bestimmten Volumen eines Lésungsmittels 
ausgeschiittelt und in echter Lésung kolorimetriert. Durch diese grundsatzliche 
Schwierigkeit, welche die Bestimmung des Plasmalogens von den iiblichen kolori- 
metrischen Methoden unterscheidet, gestaltet sich die Methode sehr klippenreich. 
Der nach dem Abdampfen des Lésungsmittels verbliebene lipoide Riickstand 
wurde in Eisessig gelést und mit der 10-fachen Menge F'SS versetzt. Hierbei fielen 


1 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 
2 R. Feulgen u. K.Imhauser, Biochem. Z. 181, 30 [1927)]. 
3 R. Feulgen u. H. Griinberg, diese Z. 257, 161 [1939]. 
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die Lipoide, wenn in geniigender Verdiinnung gearbeitet wurde, fein dispers aus. 
Da die Reaktion mit FSS erst nach Aufspaltung der Acetalbindungen des Plasma- 
logens eintritt, diese aber bei der geringen Aciditét der FSS (starkere Aciditaten 
schwachen oder unterdriicken die Farbreaktion!) sehr langsam erfolgt, so kataly- 
sierten sie die Acetalspaltung durch HgCl, nach Feulgen und Voit*. Nach Aus- 
bildung des Farbstoffs wurde dieser mit einer genau bestimmten Menge Amyl- 
alkohol ausgeschiittelt und in echter Lésung kolorimetriert. Das Quecksilber- 
chlorid verursachte aber einen zuniachst nicht sichtbaren Niederschlag, der beim 
Ausschiitteln mit Amylalkohol nach dem Zentrifugieren an der Grenze der wissrigen 
und der amylalkoholischen Phase haufig ein kaum sichtbares gefarbtes und in 
Amylalkohol unlésliches Hautchen bildete, wodurch zu niedrige Werte vorge- 
tiuscht wurden. Dieser Niederschlag konnte zwar durch Zusatz von einigen Pro- 
zent Kochsalz zum Ansatz verhindert werden (bekanntlich kann NaCl zahlreiche 
Hg-Niederschlage lésen), doch geht dadurch auch die katalytische Wirkung des 
Quecksilberchlorids vollstaéndig verloren. Deshalb haben wir bei unserer neuen 
Methode die katalytische Spaltung mit Quecksilberchlorid zugunsten einer reinen 
Saurespaltung aufgegeben. Von der naheliegenden Spaltung der Acetalphosphatide 
ohne HgCl, durch Anwendung héherer Temperaturen und der dem Reagens eigenen 
Wasserstoffionenkonzentration wurde wegen der Instabilitat der dabei entstehen- 
den Farbstoffe (s. u.) abgesehen. 

3. Nun geben Waelsch und Mitarbeiter® an, daB oberflichenaktive 
Stoffe (z. B. moderne amerikanische Waschmittel, aber auch Phosphatide 
und andere Organlipoide) unter Umstinden im Stande seien, ,,die 
Reaktion von Fettsdiurealdehyden und ihren Acetalen“ mit FSS in 
wassriger Emulsion herabzudriicken und sie schlieBen daraus auf die 
Unbrauchbarkeit der bisherigen Methoden. Im Interesse einer klaren 
Begriffsbestimmung haben wir zunachst hierzu Folgendes zu sagen: 
Acetale geben iiberhaupt keine Reaktion mit FSS; zu ihrer Hervorrufung 
ist vielmehr zuvor deren Spaltung erforderlich. Es werden also hier zwei 
ganz verschiedene Reaktionen kombiniert, nimlich die Spaltung der 
Acetale und die Farbstoffsynthese aus den frei gewordenen Aldehyden 
und der FSS. Wie berechtigt unser Einwand ist, geht aus dem Befund 
von Waelsch und Mitarbeitern hervor, nach welchem ein Zusatz von 
einem einzigen Milligramm Phosphatid aus Eigelb die Reaktion von 
40 y Glycerinacetal des Palmitinaldehyds so vollstandig unterdriicken 
soll, daB die Autoren keine Fairbung mehr erhalten. Da wir bei unserer 
neuen Methode die zu bestimmenden Acetalphosphatide vorher bei 
saurer Reaktion hydrolysieren und dann erst mit FSS versetzen, so 
wiirde uns der Befund von Waelsch und Mitarbeitern nur dann inter- 
essieren, wenn die Farbreaktion auch beim freigemachten Aldehyd aus- 
bleiben wiirde. Wir haben daher 20 freies Palmital in Gegenwart von 
2,5 mg Eiphosphatid, also der 2',-fachen Menge wie bei Waelsch mit 
FSS zur Reaktion gebracht und in mehreren reproduzierbaren Ver- 
suchen verschiedener Beobachter 100°, wiedergefunden! Dabei liegen 
die Verhaltnisse bei uns noch ungiinstiger; denn 40 y Acetal bei Waelsch 


4 R. Feulgen u. K. Voit, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 206, 
389 [1924]. 

5 G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 173, 547 
[1948]. 
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enthalten etwa 35y Palmital, wihrend wir nur 20 y im Reaktionsge- 
misch haben. Waelsch hatte also Palmital und Eiphosphatid im Ver- 
haltnis 35:1000 = 1:29, wir aber haben 20:2500 = 1:125, also einen 
mehr als 4-fachen Uberschu8 an Phosphatiden wie Waelsch. Bei dem 
Versuch von Waelsch und Mitarbeitern kann es sich also nicht um 
eine Unterdriickung der Farbreaktion der freien Aldehyde handeln. 
Dieser Versuch spricht daher nicht gegen unsere jetzige Methode, und 
es erscheint uns zweckmaBig, eine mégliche Unterdriickung der Schiff- 
schen Reaktion (und eine solche haben wir bei sehr groBen Phosphatid- 
mengen tatsachlich beobachtet) nur in Bezug auf die freien Aldehyde 
anzuerkennen und wir méchten die so eingeschrankte Erscheinung 
., Waelsch-Effekt“ nennen. Dieser Waelsch-Effekt ist von Bedeutung fiir 
alle kolorimetrischen Methoden, die auf der Schiff’ schen Reaktion be- 
ruhen und mit ihm erklaéren wir uns auch die Erscheinung, da8 Bestim- 
mungen, bei denen zur Extraktion des Serums Alkohol, der mit Benzin 
vergillt war, benutzt wurde, stets zu niedrige Werte lieferten. Wir 
glauben, daB bei diesen Versuchen beim Abdampfen des alkoholischen 
Serumextraktes, die schwer fliichtigen und sehr oberflachenaktiven An- 
teile des Benzins, die in jedem Vergillungs-Benzin vorhanden sind, nicht 
ganz entfernt wurden und nachher einen echten Waelsch-Effekt gaben. 
Wird der mit Benzin vergillte Alkohol vorher fraktioniert destilliert, 
so waren manchmal die ersten Fraktionen einwandfrei, die letzten aber 
vollig unbrauchbar. Aus diesem Grunde warnen wir ausdriicklich vor der 
Benutzung von vergiilltem Alkohol bei der Extraktion des Serums. 

Waelsch und Mitarbeiter suchen den Effekt dadurch auszuschalten, 
daB sie den lipoiden Riickstand nicht in wassriger FSS dispers zur 
Reaktion brachten, sondern echt gelést in einer FSS von so hohem 
Essigsiuregehalt, daB sich darin die Lipoide lésen. Sie arbeiten also in 
einem homogenen System. Da sich bei derart hoher Essigsiurekonzen- 
tration die FSS aber unter Rotfarbung zersetzt bzw. das Fuchsin bei 
der Herstellung eines solchen Reagenses sich nicht entfarben laBt, so 
hat das Reagens eine stark rote Farbe. Nach Entwicklung der Farb- 
reaktion durch 18—20-stdg. Stehenlassen bei 50° beseitigen sie die 
Eigenfarbe des Reagenses durch Zusatz von SO,-haltigem Wasser und 
schiitteln dann die gefarbten Lipoide mit Caprylalkohol aus. Wir konnten 
uns indes von dem Vorzug der Methode von Waelsch, die spater auch 
von Leupold tibernommen wurde, nicht iiberzeugen, im Gegenteil, 
wir haben bei Versuchen, bei denen infolge eines auBerordentlichen Uber- 
schusses von Phosphatiden tatsichlich ein echter Waelsch-Effekt in 
unserem oben definierten Sinne, d. h. also fiir freie Aldehyde, angenom- 
men werden muBte, gefunden, daB die Methode von Waelsch sehr viel 
schlechtere Werte gab als unsere unten beschriebene. Wir denken hier- 


bei an den Versuch von Waelsch und Mitarbeitern, bei denen sie 35 y 


Palmitinaldehyd in Gegenwart von 16 mg Eiphosphatid nach ihrer 
Methode bestimmt hatten und nur 77° der Theorie wiederfanden, 
also ein Defizit von 23% gehabt haben, wihrend wir bei dem glei- 
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chen Versuch nach unserer Methode nur ein Defizit von 13% gefunden 
hatten. 


Man kann den Waelsch-Effekt dadurch messen, da8 man mit dem betreffenden 
Aldehyd, z. B. Palmitinaldehyd, zusammen mit den die Reaktion stérenden Stoffen 
einen Farbansatz macht und untersucht, ob man den Palmitinaldehyd bei der Be- 
stimmung quantitativ wiederfindet und gegebenenfalls, wie gro8 das Defizit ist. 
In erster Linie interessierte es uns, ob bei der quantitativen Bestimmung der Acetal- 
phosphatide im Serum, ein Waelsch-Effekt iiberhaupt zu beobachten ist oder 
nicht. Zu diesem Zweck haben wir, wie bei unserer Methode, so viel normalen 
alkoholischen Serumextrakt hergestellt, daB er fiir die notwendigen Teilbestim- 
mungen ausreichte und haben davon — entsprechend unserer zweifach Mikro- 
Methode — zunichst 4 ccm in einem Réhrchen abgedampft. Der lipoide Riickstand 
wiirde im Rahmen einer normalen Bestimmung in 0,2 ccm reinem Hisessig auf- 
gelést werden miissen. Statt dessen haben wir aber eine Lésung von Palmital in 
Eisessig genommen, die annihernd denselben Extinktionskoeffizienten ergeben 
wiirde, wie wir ihn in dem zu priifenden Serum erwarten durften. Den Farbansatz 
haben wir zur Ausbildung der Farbe des Palmitals 15 Min. stehen gelassen und 
dann nach dem Ausschiitteln die Extinktion bestimmt. Da aber in dieser Zeit auch 
ein Teil der Acetalphosphatide der Serumlipoide (etwa 10%) allein durch die 
Aciditét im Ansatz aufgespalten wird und zur Reaktion kommt, so muBte ein 
.,Blindwert“‘ ermittelt werden, wobei ein zweiter Ansatz mit derselben Menge 
Serumlipoide bloB8 mit Eisessig und FSS unter genau denselben Bedingungen 
stehen gelassen und aufgearbeitet wurde. Dieser Blindwert muBte von dem er- 
haltenen ,,Kombinationswert‘‘ abgezogen und der Rest mit dem Extinktions- 
koeffizienten der Palmitallésung (,,Palmitaltest‘‘) verglichen werden. 


Dann ist: 
Kombinationswert—Blindwert = wiedergefundene Palmitalmenge. 


Alle Zusitze zum Farbansatz und alle Handgriffe wurden genau nach der 
Sekundenuhr und bei gleicher Zimmertemperatur nach folgendem Schema vor- 
genommen: 











Zeit Vorgang 

0 Min. 0,2 ccm Eisessig bzw. Palmitallésung zusetzen, und die Lipoide 
lésen 

1 Min. 2x0,2 cem m-NaCl (an Stelle der bei einer normalen Bestim- 

mung benutzten 0,2 ccm 2-n. HCl + 0,2 cem 2-n. NaOH) 

2 Min. Zusatz von 2ccm FSS 

15 Min. Zusatz von 4ccm Verdiinnungsfliissigkeit 

15 Min. 30 Sek. | Einbringen von 2 ccm Amylalkohol, Pipette 1% Min. auslaufen- 
lassen a4] 

16 Min. 30 Sek. | 30 Sek. Schiitteln ad | 

17 Min. 2 Min. Zentrifugieren 


Die Versuche wurden in zwei Gruppen mit verschiedenen Seren von Menschen 
und Tieren angestellt. Bei der ersten Gruppe haben wir eine Palmitalkonzentration 
angewandt, wie sie fiir Plasmal im Serum normaler Weise vorkommt, bei der 
zweiten Gruppe haben wir die Palmitalkonzentration auf die Halfte herabgesetzt, 
so daB die Serumlipoide in einem doppelten Uberschu8 vorhanden waren. Hier- 
durch wollten wir eine noch stirkere Belastung unserer Methode erreichen. Die 
Bestimmungen wurden im Pulfrich-Photometer von ZeiB in einer Mikrokiivette 
von 50 mm angestellt und jedesmal 20 Einstellungen und Ablesungen gemacht, 
wobei nach je 10 Ablesungen die Kiivetten vertauscht wurden. Tab. 1 zeigt die 
Ergebnisse. 
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Tab. 1. Versuche zur Priifung des Einflusses der Serumlipoide auf die Palmital- 
Bestimmung (,,Waelsch-Effekt*). 





Kombina-| Blind- | Palmital | Palmital- i aa 


Serumart _|tionswert wert gefunden| Test chung Palmital- 


5k 5k 5k 5R 5k 





Rind .... .| 0,839 0,131 0,708 0,707 0,001 
Rind .... .| 0,829 0,111 0,718 0,707 + 0,011 
Rind .... .| 0,791 0,084 0,707 0,707 0 

Mensch ... .| 0,763 0,037 0,726 0,707 + 0,019 
Mensch ... .| 0,745 0,066 0,679 0,707 — 0,028 
Mensch ... .| 0,732 0,058 0,674 0,707 — 0,023 
Mund... . .] @3882 0,120 0,712 0,707 + 0,005 
Hund .... .| 0,814 0,117 0,697 0,707 — 0,010 
Mensch ... .| 0,763 0,069 0,694 0,707 — 0,013 
Mensch ... .| 0,776 0,071 0,705 0,707 — 0,002 
Mensch ... .| 0,413 0,059 0,354 0,352 + 0,002 
Mensch ... .| 0,419 0,059 0,360 0,352 ++ 0,008 
Mensch ... .| 0,415 0,059 0,356 0,352 + 0,004 




















Aus Tab. 1 geht hervor, daB die Abweichungen der wiedergefunde- 
nen Palmitalmenge, in Prozenten der verlangten Palmitalkonzentration 
(Palmitaltest) ausgedriickt, sich um einen Schwerpunkt nahe Null 
gruppieren, den genauer anzugeben keinen Sinn hat, da alle Werte weit 
innerhalb der Fehlergrenze der Methode liegen (+. 5%). Von einem 
Waelsch-Effekt konnte also bei unserer Methode zur quantitativen Be- 
stimmung der Acetalphosphatide im Serum nichts beobachtet werden, 
und alle Befiirchtungen oder Einwinde von dieser Seite aus wider- 
sprechen den Erfahrungen. Wir konnten also den Farbansatz weiterhin 
in inhomogenem System, d.h. unter Emulgierung der Lipoide machen 
und vermieden dadurch die FSS mit hoher Essigsiurekonzentration 
nach Waelsch mit den damit verbundenen und spiater bei der Methode 
von Leupold zu beschreibenden Instabilitiiten, zumal es uns wider- 
strebte, mit einem Reagens zu arbeiten, das in unkontrollierbarer Weise 
zum Teil zersetzt ist. 

4, Vor kurzem hat Leupold® eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
des Plasmals im Serum angegeben, die auf dem Prinzip von Waelsch und Mit- 
arbeitern beruht. Leupold sieht offenbar den Waelsch-Effekt auch bei der Be- 
stimmung des Plasmalogens im Serum als eine Realitit an, was aber — wie oben 
ausgefiihrt — nicht der Fall ist. Leupold lést die Lipoide des Serums in reinem 
Eisessig und setzt dazu eine verhaltnismafig kleine Menge einer sehr konzentrierten 
FSS. Der Farbstoff wird wie bei Waelsch durch 18—20-stdg. Stehenlassen bei 
50° entwickelt, wobei sich auch hier durch Zersetzung der FSS eine starke ,,Pseudo- 
reaktion‘‘ ausbildet. Beim Erhitzen lésen sich die Lipoide wegen der hohen Essig- 
siurekonzentration auf und er erreicht ebenfalls eine Reaktion im homogenen 
System. Nach Entwicklung der Farbe wird wie bei Waelsch durch SO,-haltiges 
Wasser das durch Zersetzung der FSS entstandene Fuchsin entfarbt und die lipoide 
Substanz mit Amylalkohol ausgeschiittelt. 


6 F. Leupold, diese Z. 285, 216 [1950]. 
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Nun hat der eine von uns schon vor 20 Jahren versucht, die Acetal- 
spaltung bloB durch die Aciditat der FSS bei 50° zu erreichen und mit 
der Farbstoffsynthese in einem Arbeitsgang zu kombinieren. Er ist aber 
wieder davon abgekommen wegen der auBerordentlichen Labilitat des 
bei 50° entstehenden Farbstoffes. Diese Labilitat zeigt sich auch bei 
dem Verfahren von Leupold. Zur Aufstellung einer Entwicklungskurve 
des Farbstoffs nach Leupold haben wir von ein und demselben Serum 
4 getrennte Ansitze (Doppelbestimmungen) 15, 19, 24 und 30 Stdn. bei 
50° stehen gelassen und dabei die Werte der Tab. 2 erhalten. 

















Tab. 2. 
nach 15 | 19 | 24 | 30 Stdn. 
h h h k 
0,243 | 0,249 | 0,242 | 0,225 
0.298 | 0,323 | 0,277 | 0,289 


Hierbei fallt der auBerordentlich groBe Unterschied zwischen den 
Doppelbestimmungen auf, der bis zu 30°, betragt, und zwar liegen die 
zweiten (unteren) Werte stets hdher als die ersten. Wir haben diese 
Befunde, die an sich schon eine mehrfache Reproduktion einschlieBen 
noch viermal an verschiedenen Seren mit dem gleichen Resultat wieder- 
holt und dabei folgende Werte erhalten: k = 0,412 (0,459), 0,403 (0,429), 
0,633 (0,765), 0,500 (0,590). Dieser untragbare Unterschied zwischen den 
Doppelbestimmungen erklart sich folgendermaBen: Die Doppelbestim- 
mungen wurden jedesmal zu gleicher Zeit aus dem Thermostat genom- 
men. Das eine Réhrchen wurde sofort nach Leupold weiter behandelt, 
wihrend das zweite Rohrchen etwa 20—30 Min. bei Zimmertemperatur 
stehen geblieben war, und gerade diese Réhrchen gaben die hohen Werte. 
Daraus ergibt sich, daB der Ansatz, der 20 Stdn. bei 50° gestanden hatte, 
nicht einmal einige Minuten bei Zimmertemperatur vertragen kann ohne 
Anderung der Extinktion. Die Anderung setzte sich noch im Amylalkohol 
fort; denn der zweite 15-Stdn.-Wert 0,298 aus der Tab. 2 stieg nach 
15 Min. im Photometer auf 0,333, nach 30 Min. auf 0,354 und nach 
45 Min. auf 0,380 an. Diese erhebliche Anderung der Extinktion nach 
Abkiihlung des Reaktionsgemisches ist offenbar darauf zuriickzufiihren, 
daB die entwickelten Farbstoffe die Resultierenden einer ganzen Reihe 
von zum Teil gegenlaiufigen Teilreaktionen mit verschiedenen Tempe- 
raturkoeffizienten sind. AuBer der Temperaturainderung bringt die Ent- 
firbung mit wassrigem SO,, womit zugleich eine Phasenumkehr der 
lipoiden Stoffe verbunden ist, einen Eingriff in die Konzentrations- 
verhaltnisse mit sich, der jede Ubersicht iiber die kinetischen Reaktions- 
verhialtnisse schlieBlich unméglich macht. Zum mindesten spielen sich 
folgende Reaktionen in dem Reaktionsgemisch von Leupold und 
Waelsch ab: 1. Die hydrolytische Spaltung der Acetale, 2. die Farb- 
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stoffsynthese aus dem Plasmal und der FSS, die ihrerseits nach Wie- 
land und Scheuing? wiederum eine Summe von Teilreaktionen ist, 
und deren Verlauf wir im Eisessig wegen der auBerst starken tiber- 
lagernden ,,Pseudoreaktion“ gar nicht verfolgen kénnen. 3. Der Abbau 
der Farbstoffe infolge der langen Dauer der Reaktion, der auch aus den 
wiedergegebenen letzten oberen Werten der Tab. 2 (die unteren Werte 
sind durch das verschieden lange und zufillige Stehen bei Zimmer- 
temperatur viel zu unsicher) erkennbar ist, und dazu zwingt, die Reak- 
tionsdauer nach oben unter Verzicht auf eine geniigende Toleranz 
(18—20 Stdn., also nur 10° !) genau zu begrenzen, 4. die Umlagerung bei 
Abkiihlen des Reaktionsgemisches, 5. die Entfairbungsreaktion durch SO, 
mit ihrem uniibersichtlichen Einflu8 auf den Farbstoff, 6. die Phasen- 
umkehr der Lipoide durch das mit SO, zugesetzte Wasser. Durch den 
letzteren Eingriff wird der Farbstoff in ein ganz anderes Reaktionsmilieu, 
als es bei der Farbstoffsynthese vorhanden war, hineingebracht und jener 
Zustand herbeigefiihrt, den die Autoren vermeiden wollten. Endlich ist 
gar nicht zu tibersehen, ob bei der starken Zersetzung der FSS tiberhaupt 
ein geniigender Uberschu8 an unzersetzter reaktionsfaihiger fuchsin- 
schwefliger Saéure im Sinne von Wieland und Scheuing im Ansatz 
vorhanden ist; denn wir glauben, da8 die intensiv gefirbte rote Farb- 
stofflésung von Schiff, dem Entdecker der fuchsinschwefligen Saure, 
kaum als sein Reagens anerkannt worden wire. Man kann nun nicht 
verlangen, daB alle diese heterogenen Reaktionen zusammen in einem 
Ansatz bei derselben Temperatur, derselben Zeit und demselben py in 
einem im Interesse der Bestimmung giinstigem Sinne verlaufen. Heraus- 
genommen sei hier die Spaltung der Acetale und die Farbstoffsynthese 
aus dem freigemachten Plasmal und dem Reagens. Beide Reaktionen 
werden zwangsweise miteinander gekoppelt, obgleich sie ganz verschie- 
denen Gesetzen gehorchen. Die Acetalspaltung geht am besten bei 
héherer Wasserstoffionenkonzentration und 1a8t sich in Gegenwart 
von HCl bei 50° in 2 Min. quantitativ durchfiihren. Die Farbstoffsynthese 
hingegen wird durch Mineralsiuren stark beeintriichtigt und unter Um- 
stinden ganz unterdriickt. Ist das Plasmal aber einmal frei, so bean- 
sprucht die Farbstoffsynthese bei optimalem py auch nur wenige Minu- 
ten. Die lange Reaktionszeit bei Leupold von 18—20 Stdn. und die 
Opferung eines auf 50° eingestellten Thermostaten mit den dabei zutage 
getretenen Instabilitaten dienen also letzten Endes lediglich der Acetal- 
spaltung, die ebensogut in 2 Min. erreicht werden kénnte. Bei unserer 
unten beschriebenen Methode trennen wir die Hydrolyse der Acetale 
und die Farbstoffsynthese, weil deren optimale Bedingungen einfach 
nicht zu kombinieren sind. AuBerdem beansprucht der Farbansatz nicht 
mehr als 15 Min., und die ganze Bestimmung dauert nicht linger als 
etwa 45 Min., wahrend bei Waelsch und Leupold allein fiir die Farb- 
stoffsynthese 18—20 Stdn. erforderlich sind. 


7 H. Wieland u. G. Scheuing, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2527 [1921]. 
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Die rasche Farbstoffbildung bei unserer Methode hat zur Folge, 
; daB die den Farbstoff abbauende Teilreaktion in der kurzen Zeit gar 
nicht zur Entwicklung kommt, was daraus hervorgeht, daB man sich 
nach Beendigung der Reaktion auf dem horizontalen Teil einer Kurve 
bewegt, wie Abb. 1 zeigt. Ein derartig steiler Anstieg der Farbstoff- 
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t synthese mit anschlieBendem horizontalen Verlauf der Kurve ist in der 
. Kolorimetrie organischer Stoffe selten, und wir wollten diese giinstige 
n 


Gelegenheit nicht ungeniitzt lassen. 
Da auch die vorhergehende saure Hydrolyse der Acetale nicht 
“d kritisch ist, zeigt Abb. 2. 


n 
~ Eine weitere Instabilitat des Farbstoffes besteht darin, daB der Farbstoff 
fl nach dem Ausschiitteln seine spektralen Eigenschaften andert. Er ist zuerst stark 
Bl blaustichig und wird allmahlich rotstichiger. Dieselbe Erscheinung beobachtet 
rt man auch bei der histochemischen ,,Plasmalreaktion‘‘ in mikroskopischen Pra- 
3e paraten nach dem Eindecken in Kanadabalsam. Diese Instabilitét mu8 bei der 
% Auswahl des Filters beriicksichtigt werden. Im Lichte der orange-gelben D-Linien 
der Na-Spektrallampe erscheint der Farbstoff daher auBerordentlich instabil, aber 
a- auch die gelb-griine Hg-Linie wird, obgleich sie die héchsten Extinktionen liefert, 
u- besser vermieden, da die Extinktion innerhalb von 30 Min. um etwa 5% zuriick- 
ie geht. Hingegen erwies sich die Extinktion im Lichte der griinen Linie der Hg- 
e Lampe als konstant. Ein Farbstoff aus reinem Palmitinaldehyd in Amylalkohol 
B gab beispielsweise sofort 0,781, nach 15 Min. 0,781, nach 30 Min. 0,781 und nach 
il- 1 Stde. ebenfalls 0,781 (Mittel aus je 20 Ablesungen und Vertauschen der Kiivetten 
er in der Mitte). Bei Verwendung einer Gliihlampe bevorzugen wir das griine Spektral- 
le Filter 53 wegen der Konstanz der Werte und der guten Ubereinstimmung der 
ch Gesichtsfeldhalften. 
ht In den Acetalphosphatiden sind bis jetzt vier verschiedene Aldehyde 
ls aufgefunden worden. Von Feulgen, Imhiauser und M. Behrens® 
b- wurde ein Gemisch von Palmitin- und Stearinaldehyd isoliert, und im 


Klenk’schen Institut von Leupold ® cis-4-Octandecenal und in ge- 


* R. Feulgen, K. Imhauser u. M. Behrens, diese Z. 180, 161 [1929]. 
» F. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. e 
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ringer Menge cis-A*-Octadecenal in Acetalphosphatiden des Gehirns 
nachgewiesen. Wahrscheinlich kommt auch Myristinaldehyd in geringer 
Menge vor. 

Von den letzteren sind die spektralen Eigenschaften der aus ihnen 
entstehenden Farbstoffe nicht bekannt. Waren die Spektren der Farb- 
stoffe aus den verschiedenen Aldehyden des Plasmals von einander 
wesentlich verschieden, so wiirde allein schon ein unterschiedliches 
Verhaltnis der einzelnen Aldehyde in Acetalphosphatidgemischen ver- 
schiedener Herkunft von einander verschiedene Extinktionskoeffizienten 
ergeben und dadurch eine falsche Gesamtmenge vortéuschen kénnen. 
Aus diesem Grunde waren die typischen Farbkurven aus dem Palmitinal- 
dehyd, der zur Ermittlung des analytischen Faktors benutzt wurde und 
dem Plasmal im Serum von Menschen und verschiedenen Tieren von 
Wichtigkeit. Ihr paralleler Verlauf wiirde iiber die Brauchbarkeit aller 
kolorimetrischen Methoden entscheiden, die auf der Reaktion mit FSS 
beruhen, da mit derartigen Methoden immer nur die Summe der Aldehyde 
erfaBt werden kann. Abb. 3 zeigt den parallelen Verlauf der typischen 
Farbkurven aus dem Palmitinaldehyd und den Plasmalen von Menschen- 
serum, Menschenblut, Pferdeserum und Rinderserum. 








610 57 530 500 mu 
Abb. 3. Typische Farbkurve (Gliihlampe mit Spektralfilter). 


Zur Extraktion des Serums fallten wir jedesmal 1 Vol. Serum mit 30 Vol. 
reinen absol. Alkohol und dampften 20 Tle. des Filtrates zur Trockene ein. Zur Er- 
mittlung der optimalen Extraktionsdauer wurde von einem und demselben Serum 
mehrere Bestimmungen mit verschiedener Extraktionsdauer ausgefiihrt. Der 
maximale Wert fiir war schon 2 Min. nach der Fallung erreicht. Wir empfehlen 
daher aus Sicherheitsgriinden 5 Min. zu schiitteln oder zu riihren. 
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Es war noch die Frage zu klaren, ob alle Acetalphosphatide in einer mit Al- 
kohol leicht mobilisierbaren Form vorliegen oder nicht. Zu diesem Zweck haben 
wir wiederholt die EiweiBkoagula nach Auswaschen mit Alkohol und Trocknen 
in Wasser suspendiert und damit den Ansatz der sehr empfindlichen ,,direkten“ 
Methode nach Feulgen und Imhauser gemacht: er war immer vollstandig 
negativ. 

Wegen der Empfindlichkeit des Plasmalogens bei héherer Tempe- 
ratur in Gegenwart von Sauerstoff ist es nicht angingig, die alkoholischen 
Serumextrakte sorglos an der Luft abzudampfen oder abzudestillieren. 
Bei einer Mikro-Bestimmung in normaler Ausfiihrung mit Abdampfen 
unter CO,-Schutz wurde fir 54 = 0,553 erhalten. Wurden die Lipoide 
nach dem Abdampfen weiter 15 Min. bei 55° unter CO,-Schutz gehalten, 
blieb der Wert unverandert (54 = 0,555). Bei 15 Min. langem Erwairmen 
auf 55° an der Luft sank der Wert fiir 5k jedoch auf 0,515, was eine Ab- 
nahme von 7% bedeutet. Aus diesem Grunde verdampfen und trocknen 
wir die Makro-Bestimmung im Vakuum und blasen bei der Mikro- 
Bestimmung den Alkohol in einem Wasserbad von 55° unter Dariiber- 
leiten von CO, ab. 

Bei einzelnen Bestimmungen ist die Vorrichtung dazu an einem Stativ leicht 
zu improvisieren. Fiir langere Versuchsreihen hat der eine von uns (Boguth) einen 
Mikro-Abdampfapparat konstruiert, der universell mit Vorteil dann gebraucht 
werden kann, wenn bei Mikrobestimmungen in einem Rohrchen ein Lésungsmittel 
von einigen Kubikzentimetern in einem indifferenten Gasstrom quantitativ ab- 
zudampfen ist. Der Apparat besteht aus einer Metallplatte, die in einer gelenkigen 
Parallelogrammaufhangung senkrecht gehoben und gesenkt werden kann. Die 
Platte ist fiir 4 Rohrchen eingerichtet und tragt fiir jedes Roéhrchen 2 federnde 
Klammern und dariiber 2 engere federnde Klammern, in denen die Einleitungs- 
rohre fiir das indifferente Gas achsial verschoben werden kénnen, ohne daB sie die 
innere Wandung der Rohrchen beriihren. Die Platte wird nach dem Anbringen 
der Réhrchen und Justierung der Einleitungsrohre, die nicht in die Fliissigkeit 
eintauchen diirfen, in ein Wasserbad von 50—55° versenkt, das durch einen Thermo- 
regulator auf konstanter Temperatur gehalten wird. Zur Sichtbarmachung des 
CO,-Stromes wird das Gas durch eine Waschflasche mit- etwas H,SO, durch- 
mer Die Vorrichtung kann von der Fa. J. Keiner, Wetzlar, geliefert 
werden. 

Schon friiher haben Feulgen und Grinberg darauf hingewiesen, 
daB beim Schiitteln von FSS auch mit reinstem kauflichen Amylalkohol 
dieser stets eine schwache rote Reaktion gibt. Sie wurde friher als 
,,Pseudoreaktion“ (entstanden durch Zersetzung der FSS im Amyl- 
alkohol) gedeutet. In Wirklichkeit handelt es sich aber um eine durch 
Aldehyde im Amylalkohol hervorgerufene Reaktion. Immer ist daher 
eine Reinigung des im Handel erhialtlichen Amylalkohols, wie im speziel- 
len Teil beschrieben, erforderlich und ein ,,Leerwert‘‘ mit dem ver- 
wendeten Amylalkohol im Blindversuch zu ermitteln. Man kann aber 
die Rest-Reaktion stark herunterdriicken, wenn man die Fuchsin- 
konzentration beim Ausschiitteln méglichst herabsetzt. Damit setzt 
man zugleich die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen dem stérenden 
Aldehyd und der FSS im Ansatz herab, so daB man — bei konstanter 
Ausschiittlungszeit — viel geringere, und konstante Leerwerte be- 
kommt. Wir verdiinnen daher auf alle Fille vor dem Ausschiitteln 

7* 
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den Ansatz noch mit der doppelten Menge einer ,, Verdiinnungsfliissig- 
keit‘‘, die genau so hergestellt wird wie die FSS, nur ohne Fuchsin. 
Diese Lésung wird durch Schiitteln mit Amylalkohol mit diesem bei 
Zimmertemperatur gesittigt. Auf diese Weise konnten wir die Eigen- 
reaktion des Amylalkohols im Blindversuch auf k = 0,001 —0,003 herab- 
driicken. Der Leerwert anderte sich auch bei 14-stdg. Stehenlassen im 
Photometer nicht. Es ist aber nétig, den Leerwert etwa jede Woche 
einmal neu zu bestimmen, denn bei lingerem Aufbewahren kénnen sich 
von neuem Aldehyde bilden. So beobachteten wir, daB ein durch frak- 
tionierte Destillation gereinigter Amylalkohol nach etwa 6 Monaten 
wieder eine intensive Aldehydreaktion gab und auBerdem gelb gefarbt war. 

Neuerdings bringt die Fa. Merck einen Amylalhohol ,,reinst pro analysi“ 
in den Handel, dessen Leerwert selbst in einer 50-mm-Kiivette nicht mehr be- 


stimmt werden konnte. Er liegt weit unter 0,001. 

Wie spater gezeigt werden wird, erhalt man den Gehalt eines Serums an 
Acetalphosphatiden in mg% durch Multiplikation des Extinktionskoeffizienten 
mit 34. Selbst wenn man einen Leerwert von k = 0,003 nicht weiter beriicksichtigt, 
wiirde dadurch nur ein Zuviel von 0,003 -34 = 0,1 mg% vorgetauscht. Bei einem 
mittleren Gehalt eines Serums an Acetalphosphatiden von 5 mg% wiirde das einen 
Fehler von 2% bedeuten, der mithin weit innerhalb der Genauigkeit der Methode 


(+ 5%) lage. 
Waelsch und Mitarbeiter benutzen Caprylalkohol (n-Octylalkohol) als Aus- 


schiittlungsmittel. Der Farbstoff zeigt darin eine ausgezeichnete Stabilitét. Er 
hat den Vorzug, da8 reinste Praparate beim Schiitteln mit FSS auch nach langer 
Zeit keine Spur einer Eigenreaktion zeigen und daher (nach Priifung) ohne beson- 
dere Reinigung benutzbar sind. Nachteile sind sein lange anhaftender sehr un- 
angenehmer Geruch, der schwer zu beseitigen ist, und die schwierigere Reinigung 
der GlasgefiBe wegen seines dligen Charakters; auch dauert das Zentrifugieren 
linger, weil er mehr zu Emulsionen neigt, endlich ist er sehr viel teurer als der 
gewohnliche Amylalkohol. 

Eine weitere Schwierigkeit beim Ausschiitteln des Farbstoffs mit 
Amylalkohol, welche die Werte ungeheuer failschen kann, bildet die 
haufig entstehende kolloidale Wassertriibung, die insbesondere dann 
auftritt, wenn der Amylalkohol nach dem Ausschiitteln sich etwas ab- 
kihlt. Feulgen und Grinberg kiihlten den Ansatz deshalb wih- 
rend des Ausschiittelns unter der Wasserleitung. Bei nachherigem 
Wiedererwirmen des abgetrennten Amylalkohols konnte dieser wieder 
erneut Wasser aufnehmen, wodurch kolloidale Wasserabscheidungen 
vermieden wurden. Langjaihrige Erfahrungen auch in klinischen Labo- 
ratorien haben aber gezeigt, daB dieses Verfahren nicht immer mit der 
notigen Sorgfalt ausgeiibt wird, besonders, wenn im Herbst das Labora- 
torium eine niedrige, das Leitungswasser aber noch eine h6here Tempe- 
ratur hat. Da Eiskiihlung zu umstandlich ist, empfehlen wir, den ohne 
Wasserkiihlung ausgeschiittelten Amylalkohol stets im Verhiltnis 8:2 
mit frischem Amylalkohol zu vermischen. Da der neue wasserfreie 
Amylalkohol imstande ist Wasser zu lésen, so verschwindet eine eventu- 
elle Wassertriibung sofort; viele tausend Bestimmungen in unserem 
Institut und in hiesigen Kliniken haben die absolute Zuverlissigkeit 


dieser Methode erwiesen. 
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Schwierigkeiten hatten wir noch mit der Beschaffung eines geeigneten Fuch- 
sins. Das von uns friiher benutzte Fuchsin aus der Gruppe der ,,standardisierten 
Farbstoffe Bayer‘ war in der Nachkriegszeit nicht mehr in der alten Zusammen- 
setzung zu beschaffen und lieferte keine farblose fuchsinschweflige Saéure mehr. 
Da das handelsiibliche Fuchsin ein Gemisch von Homologen ist, so sind wir zum 
einheitlichen Parafuchsin iibergegangen, das von der chemischen Industrie (z. B. 
Farbwerke Hochst, Bayer-Leverkusen) in Form der Farbbase (sog. Pararosanilin 
oder Parafuchsinleukohydrat) in den Handel gebracht wird. Zwei Farbbasen ver- 
schiedener Herkunft gaben allerdings insofern unterschiedliche Resultate, als das 
eine Praparat eine véllig farblose fuchsinschweflige Saure lieferte, wahrend die 
fuchsinschweflige Saéure des anderen Praparates gelb gefarbt war. Dieser Unter- 
schied verschwand aber nach Umbkristallisieren der Hydrochloride. 

Zur Ermittlung des analytischen Faktors haben wir den reinen 
synthetischen und aus seinem Thiosemicarbazon frisch dargestellten 
Palmitinaldehyd benutzt und den Faktor dann auf ein mittleres Moleku- 
largewicht des Plasmalogens umgerechnet, wobei wir im ,,Plasmalogen“‘ 
eine Mischung von gleichen Teilen Acetalphosphatiden mit Aldehyden 
von 16 und 18 C-Atomen annahmen. Der analytische Faktor kann immer 
nur eine konventionelle GréBe sein, weil eine Methode zur quantitativen 
Bestimmung der einzelnen Aldehyde bzw. der Acetalphosphatide z. Z. 
nicht zu erwarten ist. Das Mol.-Gew. des Palmitalplasmalogens betragt 
437, das des Stearalplasmalogens 465, ist also um 6,4°% héher. Legt man 
bei der Errechnung des analytischen Faktors ein hypothetisches mittleres 
Mol.-Gew. von 451 zugrunde, so wird der Fehler auf eine GréBe redu- 
ziert, die bestimmt kleiner als 3,2% ist. In Wirklichkeit ist der Fehler 
jedoch sehr viel geringer als 3,2, da man mit einer zufalligen Verteilung 
der verschiedenen Aldehyde rechnen mu8. In diesem Falle ergibt 
die GauBsche Fehlerfunktion einen mittleren Fehler von + 1%. Aber 
der wahre Fehler diirfte noch kleiner sein als der mathematisch errech- 
nete; denn dieser schlieBt ja auch die extremen Fille statistisch mit ein, 
die biologisch kaum vorkommen diirften. 

Wir haben unsere Methode in einer Makroform fiir einen Einsatz von 1 ccm 
und in einer Mikroform fiir 0,1 com Serum ausgearbeitet. Die Mikro-Methode unter- 
scheidet sich von der Makro-Methode nur dadurch, daB alles auf */,) reduziert 
worden ist. Daher ist auch jedes andere Verhialtnis méglich. Wir benutzen haufig 
die Zweifach-Mikro-Methode, also unter Verwendung von 0,2ccm Serum, bei 
welcher das Abdampfen des alkoholischen Serumextraktes noch in einem kleinen 
Réhrchen durch Abblasen mit CO, méglich ist und andererseits mit der gefarbten 
Amylalkoholmenge (2 ccm) auch groBe Schichtdicken in Mikrokiivetten erzielt 
werden kénnen. Da aber fiir unsere Mikro-Methode 0,1 ccm Serum (Leupold 
benutzt 0,4—0,8 ccm) ausreicht, so lassen sich laufende Untersuchungen an kleinen 
Laboratoriumstieren, z. B. Meerschweinchen, machen, wobei das Blut durch Herz- 
punktion gewonnen werden kann. 


B. Spezieller Teil 
I. Die Makromethode 


a) Besondere Gerite 
1, 150 cem-Rundkolben mit Normalschliff NS 29, dazu Schliffstopfen sowie 


Schliffstopfen mit rechtwinklig abgebogenem Rohr. 2. Abhebevorrichtung fir 
den Amylalkohol, bestehend aus einer 10-ccm-Vollpipette, deren Auslaufspitze 
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am 4uBersten Ende rechtwinklig und deren Ansaugrohr schrig nach abwarts ge- 
bogen ist. Das Ansaugrohr ist durch einen Gummischlauch mit einem Mundstiick 
verbunden. 3. MeBzylinder von 10 ccm Inhalt, in */,) ccm eingeteilt (schlanke 
Form) zum Vermischen von 8 ccm amylalkoholischer Farblésung mit 2 ccm reinem 
Amylalkohol. Da derartige MeBzylinder haufig ungenau sind, empfiehlt es sich, 
die Marke bei 8 ccm durch Amylalkohol, der mit einer Biirette abgemessen wird, 
zu kontrollieren. 


b) Reagenzien 

1. Fuchsinschweflige Saiure: Zur Darstellung des Parafuchsins werden 20 g 
Pararosanilin (Parafuchsinleukohydrat) mit 400 com Wasser und 40 ccm 2-n. HCl 
unter Umschiitteln zum Sieden erhitzt und die Fliissigkeit 2 Min. im Sieden ge- 
halten. Man filtriert in einem HeiBwassertrichter oder durch ein groBes verdecktes 
Faltenfilter und 148t das Filtrat 24 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen. Das sehr 
schwer lésliche Chlorhydrat wird abfiltriert, mit etwas Wasser nachgewaschen 
und im Exsikkator iiber Schwefelsiure getrocknet. 

Zur Darstellung der fuchsinschwefligen Saure iibergie8t man in einem 1-l- 
MeBkolben 1,00 g Parafuchsin mit etwa 700 ccm Wasser, séuert mit 50 com 2-n. HCl 
an und gibt 5,00g Natriumbisulfit, Na H SO,, oder 4,57 g Natriumpyrosulfit, 
Na,8,0,, (beide reinst, wasserfrei) hinzu, fiillt bis zur Marke mit Wasser auf und 
148t unter 6fterem Umschiitteln bis zur vélligen Lésung und Entfarbung stehen. 
Die fuchsinschweflige Saiure wird stets im MeBkolben aufbewahrt, weil der lange 
Hals des Kolbens am besten ein Herausventilieren von SO, bei der Entnahme mit 
der Pipette verhindert. Alle SO,-haltigen Reagenzien miissen stets gut verschlossen 
gehalten werden. Sie werden nicht bis zum letzten Tropfen verbraucht, sondern 
erneuert, wenn sie bis auf etwa 20% ihres urspriinglichen Volumens abgenommen 
haben. 

2. SO,-haltiges Wasser: Dieses wird genau so hergestellt, wie die fuchsin- 
schweflige Saéure, nur da8 hier das Parafuchsin weggelassen wird. 

3. Verdiinnungsfliissigkeit: In einem Scheidetrichter wird SO,-haltiges Wasser 
mit etwa 10% Amylalkohol 5 Min. geschiittelt; nach dem Absitzenlassen wird die 
wassrige Lésung durch ein doppeltes angefeuchtetes Faltenfilter filtriert. 

4. Reinigung des Amylalkohols: Den Amylalkohol destillieren wir in einem 
Rundkolben von 1—21 mit Normalschliff 29 und aufgesetzter Kolonne, bestehend 
aus einem Glasrohr von 25 mm @ und 30cm Hohe, das mit Raschig-Ringen von 
etwa 4,5mm auBerem % gefiillt ist. Die ersten 10% des Destillates sind auBer- 
ordentlich aldehydreich und werden weggegossen, weitere 50% abdestilliert und 
als ,,Zwischenfraktion‘‘ aufbewahrt. Der Riickstand ist der gute Amylalkohol, der 
nach Einwicklung der Kolonne destilliert und in kleinen vollig gefiillten Flaschen 
aufbewahrt wird. Die ,,Zwischenfraktion“ wird gelegentlich, evtl. vermischt mit 
rohem Amylalkohol, derselben Prozedur, wie beschrieben, unterworfen. Eine 
Destillation nur unter Kontrolle des Thermometers ist nach unseren Erfahrungen 
weniger geeignet. Eine noch scharfere Trennung erreicht man mit einer Widmer- 
Kolonne von 60 cm Lange. 


c) Ausfiihrung der Makro-Methode 

In einen 100-ccm-Kolben gibt man mit der Pipette genau 30,0 ccm nicht 
vergallten absol. Alkohol und 148t genau 1 ccm Serum hineinflieBen. Nach Ver- 
schlu8 des Kolbens schiittelt man 5 Min. durch, filtriert durch ein zugedecktes 
Faltenfilter und entnimmt von dem Filter mit der Pipette 20 ccm, die man in einen 
RundkaJben von 150 ccm mit Normalschliff hineingibt. Man verschlieBt den Kolben 
mit einem Stopfen, der ein rechtwinklig abgebogenes Rohr tragt, evakuiert mit 
der Pumpe (Wasserstrahlpumpe oder Ballastpumpe von Leybold) und dampft 
den Alkohol durch Einstellen in ein Wasserbad von 50° ab. Die Dampfe werden 
also ohne Kihlung in die Pumpe gesaugt. Zur Verhinderung von Siedeverzug wird 
der Kolben frei in der Hand gehalten und dauernd umgeschwenkt. Besonders 
kritisch ist das Abdampfen der letzten Tropfen, da sie sehr zum Verspritzen neigen. 
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Viele Versuche haben aber gezeigt, daB sich die Operation ohne jeden Verlust aus- 
fiihren 148t, wenn man den Kolben schrag in das Wasserbad halt und dabei dauernd 
um seine Achse hin und her dreht. Nach Abdampfen zur Trockene wird der Kolben 
unter fortwihrendem Evakuieren noch 1 Min. bis an den Hals im Wasserbad 
gehalten, um mit Sicherheit die letzten Spuren Alkohol zu entfernen. Dann wird 
noch unter Vakuum der Kolben durch Eintauchen in ein Wasserbad von Zimmer- 
temperatur abgekiihlt. Der lipoide Riickstand darf niemals lingere Zeit an der 
Luft stehen oder gar erwirmt werden. Er wird mit 1 ccm Eisessig iibergossen, der 
Kolben zur Vermeidung von Verdunstung sofort mit dem Schliffstopfen verschlossen 
und durch Eintauchen in das Wasserbad von 50° (% Min.) gelést. Hierbei mu8 
man den Eisessig in dem warmen Kolben durch Neigen und Drehen desselben an 
der ganzen Innenwand und nach dem Herausnehmen sogar bis zum Halse herum- 
laufen lassen. 

Zur Hydrolyse versetzt man den Kolbeninhalt mit 1 ccm 2-n. HCl, 148t ihn 
wiederum zwecks Mischung an der Innenwand des Kolbens herumlaufen und 
taucht den Kolben nach Verschlu8 mit dem Schliffstopfen bis zum Halse 2 Min. 
in das Wasserbad von 50°. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur neutralisiert 
man die Salzsiure mit 1,1 com 2-n. Natronlauge (oder 1,0 ccm 2,2-n. Natronlauge), 
um mit Sicherheit freie Mineralsaure auszuschlieBen, mischt wieder durch Herum- 
laufenlassen an der Innenwand und gibt 10ccm fuchsinschweflige Saure hinzu. 
Auf das gute Untermischen der Natronlauge ist besonders zu achten, da die ge- 
ringsten Spuren von Natronlauge mit fuchsinschwefliger Saiure eine intensive 
Pseudoreaktion geben. Nach 15 Min. bis 1 Stde. gibt man zum Kolbeninhalt mit 
einem MeBzylinder 20ccm_,,Verdiinnungsfliissigkeit‘‘ hinzu und dann genau 
10 cem Amylalkohol, verschlieBt mit dem Schliffstopfen, schiittelt 30 Sek. heftig 
durch, gieBt den Kolbeninhalt in ein Zentrifugenglas von etwa 50 ccm Inhalt und 
zentrifugiert nach VerschlieBen mit einem Stopfen 2 Min. Man hebt dann mittels 
der oben beschriebenen Abhebepipette den gefairbten Amylalkohol ab, gibt davon 
8,0 cem in den 10 ccm fassenden MeBzylinder und fiigt mit einer Vollpipette 2 com 
reinen Amylalkohol hinzu. Nach Verschlu8 mit dem Daumen mischt man durch 
Kippen des MeBzylinders und photometriert mit Gliihlampe und dem Filter S 53 
beim Pulfrich-Photometer bzw. 530 beim Leifo. Wie bei allen photometrischen 
Messungen ist auch hier die Einstellung mit monochromatischem Licht genauer. 
AuBerdem kommt als giinstiges Moment hinzu, daB bei Verwendung der griinen 
Hg-Linie und dem Hg-Filter 546 die Extinktionen héher liegen. Beim Pulfrich- 
Photometer wird zum Kompensieren reiner Amylalkohol genommen, fiinf Ein- 
stellungen und Ablesungen und nach Vertauschen der Kiivetten ebenfalls fiinf 
Ablesungen gemacht, und daraus das Mittel genommen. Beim Leifo ermittelt man 
den Nullwert mit reinem Amylalkohol. Die Menge des Amylalkohols reicht beim 
Pulfrich-Photometer fiir eine Kiivette von 20 mm Schichtdicke aus. Alle GefiBe 
und Pipetten, die mit fuchsinschwefliger Saure in Beriihrung gekommen sind, 
miissen sofort mit viel Wasser unter der Wasserleitung ausgespiilt werden, um 
Pseudoreaktionen durch Zersetzung der fuchsinschwefligen Saure zu vermeiden. 
Wir machen ausdriicklich auf die groBe Gefahr aufmerksam, die durch die Zer- 
setzung der fuchsinschwefligen Saure bei nicht vdllig sauberen GefaBen droht. 
Haufig sind Rotfarbungen an GlasgefaBen nicht mit bloBem Auge zu erkennen, 
insbesondere nicht an Schliffen. Aus diesem Grunde pflegen wir systematisch 
simtliche benutzten Gerite mindestens 1 Stde. in ein groBes Becherglas mit Salz- 
ey -Alkohol einzulegen, wobei auf 1/1 vergallten Alkohol etwa 50 ccm konz. 

1 kommt. 


d) Berechnung 


A. Bei Verwendung einer Gliihlampe mit Filter S53: Gehalt des Serums an 
Acetalphosphatiden in mg% = = k-34,0 
B. Bei Verwendung der — Linie der Quecksilber-Spektrallampe mit Filter 
Hg 546: mg% = k-29 
Genauigkeit der Methode: Mhctaee Fehler etwa + 5%. 
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II. Die Mikro-Methode 


Die Mikro-Methode wird analog der Makro-Methode ausgefiihrt. Man arbeitet 
vorwiegend in engen Zertrifugenglasern von héchstens 10 ccm Inhalt. Wir selbst 
bevorzugen kurze Reagensglaser von etwa 10 ccm Inhalt und 14mm auBerem % 
mit Schliffstopfen NS 14,5. Zum Zentrifugieren werden sie jedoch mit einem flachen 
Korkstopfen verschlossen. 

a) Besondere Gerate: Das Abheben ‘des gefarbten Amylalkohols im An- 
satz und Vermischen im Verhialtnis 8:2 mit reinem Amylalkohol ist im Mikro- 
bereich mit MeBpipetten aus freier Hand nicht auszufiihren. Wir benutzen daher 
eine besondere Mikrosaugvorrichtung, die mit einer 1 ccm fassenden MeBpipette 
verbunden ist, mit der zuerst 0,2 ccm reiner Amylalkohol und dann der gefarbte 
Amylalkohol bis auf 1,0 ccm aufgesaugt wird. Die Saugvorrichtung besteht aus 
einem einseitig geschlossenen Metallzylinder mit Gewinde geeigneter Ganghohe, 
in dem eine Prazisionsschraube unter geringer Einfettung sich luftdicht drehen 
14Bt. Der Metallzylinder hat an seinem geschlossenen Ende einen Rohransatz, der 
mittels Gummischlauch mit der MeBpipette verbunden ist. Die Ansaugvorrichtung 
wird an einem Stativ waagerecht befestigt, und das Zentrifugenglas ebenfalls in 
einer Klemme von unten her iiber die Spitze der Pipette geschoben, so daB die 
Pipettenspitze bis auf einen Bruchteil eines Millimeters von der Grenzflache der 
beiden Phasen entfernt in den Amylalkohol eintaucht. Durch Linksdrehen der 
Schraube 1aBt sich der Amylalkohol mit groBer Sicherheit in die Pipette einsaugen, 
und der Meniskus einstellen. Dieses einfache Gerat kann von der Firma Julius 
Keiner, Wetzlar, Breitestr. 5 geliefert werden. Einfacher und viel praziser l4Bt 
sich diese Operation-mit dem Mikro-Pipettiergerit des einen von uns (Boguth?®) 
ausfiihren, des von derselben Firma hergestellt wird. Das Gerat hat Grob- und 
Feineinstellung des MeBvolumens und Zahn und Trieb zur Einstellung der Ein- 
tauchtiefe. 

b) Ausfiihrung: In ein Zentrifugenglas bzw. in ein abgekiirztes Reagens- 
glas mit Schliffstopfen von 10 ccm Inhalt gibt man genau 3 com Alkohol und 1aBt 
mit einer Mikroauswaschpipette von 0,1 ccm Inhalt, wie sie fiir Mikrozucker- 
bestimmungen gebraucht wird, das Serum einflieBen, ohne mit der Spitze der 
Pipette in den Alkohol einzutauchen. Man muB8 beriicksichtigen, daB man eine 
derartige Serumpipette nicht mit Alkohol ,,auswaschen“ kann, da beim Aufsaugen 
des Alkohols ein koagulierter EiweiBfilm an der Pipetteninnenwand entsteht. 
Diesen kann man aber — worauf es hier ankommt — mit Alkohol extrahieren. 
Zu diesem Zweck 14Bt man die Pipette zuerst 30 Sek. unter wiederholten Blasen 
auslaufen und saugt dann den Alkohol hoch, den man 15 Sek. in der Pipette ver- 
weilen 14Bt. Nach Ausblasen des Alkohols wird diese Extraktion noch 3 mal wieder- 
holt. Arbeitet man mit einem gewéhnlichen offenen Zentrifugenglas, so verriihrt 
man mit einem diinnen Glasstab das EiweiBkoagulum 5 Min. mit dem Alkohol. 
Benutzt man aber abgekiirzte Reagensgliser mit Schliff, so schiittelt man nach 
VerschluB mit dem Schliffstopfen 5 Min. lang. Man filtriert jetzt das EiweiB- 
koagulum durch ein trockenes Faltenfilter von 7 cm @ in ein kleines Reagensglas, 
wobei wegen der Fliichtigkeit des Alkohols der Trichter mit einem Uhrglas ver- 
schlossen bleiben muB8. Es liegt nahe, das Koagulum abzuzentrifugieren. Wir 
warnen jedoch davor, weil wir bei dieser Technik des 6fteren nach dem Ausschiitteln 
zwischen der amylalkoholischen und wassrigen Phase ein diinnes Hautchen beob- 
achtet haben. Wir glauben, daB diese stérenden Substanzen beim Filtrieren von 
dem Filtrierpapier adsorbiert werden. Von dem Filtrat gibt man genau 2 ccm 
entweder in ein Zentrifugenglas von nicht mehr als 10 mm inneren Durchmesser 
oder in eins von den erwahnten Reagensglisern mit Schliff. Das Abdampfen des 
Alkohols geschieht in einem Wasserbad von 55°, das bei Serienbestimmungen am 
besten mit einem Thermoregulator konstant gehalten wird, unter fortwaihrendem 
Uberleiten eines Kohlendioxydstromes. Zur Beurteilung der Strémungsgeschwin- 


10 W. Boguth, diese Z. 285, 93 [1950]. 
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digkeit wird eine Waschflasche mit konz. Schwefelsiure vorgeschaltet, und der 
Kohlensaurestrom mit einem Mikroventil (z. B. von der Firma Desaga, Heidelberg) 
reguliert. Das Einleitungsrohr fiir das CO, ist an seinem Ende ein wenig ausgezogen 
und muB etwa 1 cm iiber dem Alkohol miinden. Es darf die Innenwand des Zentri- 
fugenglases nicht beriihren. Montage der Verdampfungsapparatur an einem Stativ. 
Ein Apparat des einen von uns (Boguth) in dem 4 Rohrchen zu gleicher Zeit in 
bequemer Weise abgedampft werden kénnen, ist im allgemeinen Teil beschrieben 
und kann von der Firma Julius Keiner, Wetzlar, bezogen werden. Der :\lkohol 
muB vollstandig abdampfen, und der lipoide Riickstand muB aus oben erwahnten’ 
Griinden stets unter CO,-Schutz stehen. Dann gibt man sofort (unter Ausnutzung 
der Warme des Zentrifugenglases) 0,1 ccm Eisessig hinzu und lést den lipoiden 
Riickstand, indem man das mit Stopfen verschlossene Zentrifugenglas unter 
schrager Haltung um seine Achse dreht und so den Eisessigtropfen an der Innen- 
wand entlang laufen 148t. Ein zuriickbleibender Schleier an der Wand des Zentri- 
fugenglases besteht aus wasserléslichen Stoffen und verschwindet spiter. Jetzt 
gibt man 0,1 com 2-n. HCl hinzu, mischt in schrager Haltung des Zentrifugenglases 
durch Drehen um seine Achse, verschlieBt wieder mit einem Stopfen und hydro- 
lysiert durch tiefes Eintauchen in das Wasserbad von 55°. Wegen der dickeren 
Wandung des Zentrifugenglases ist bei der Mikromethode eine Hydrolysendauer 
von 3 Min. anstatt von 2 Min. empfehlenswert. Nach der Hydrolyse wird durch 
Eintauchen in Wasser von Zimmertemperatur abgekiihlt und die Salzsiure mit 
0,11 com 2-n.NaOH (oder 0,1 com 2,2-n. NaOH) neutralisiert. Beim Hineingeben 
der Natronlauge ist streng darauf zu achten, daB nichts an die obere Wandung 
kommt, und daB die Filissigkeit durch Benetzung der Innenwand gut durch- 
gemischt wird. Bleibt irgendwo eine Spur Natronlauge hangen, so entsteht bei 
nachfolgender Beriihrung mit fuchsinschwefliger Saure sofort eine starke Pseudo- 
reaktion. Das Abmessen von Eisessig, Salzsaure und Natronlauge geschieht zweck- 
maBig mit den oben beschriebenen mechanischen Hilfsmitteln. Man gibt dann 
1 ccm fuchsinschweflige Saéure hinzu, 148t zur Ausbildung der Farbe 15 Min. bis 
1 Stde. verschlossen stehen, vermischt mit 2 com Verdiinnungsfliissigkeit und gibt 
genau 1 ccm Amylalkohol hinzu. Man verschlieBt das Zentrifugenglas mit dem 
Daumen bzw. bei den Schliffglaisern mit einem mit Wasser angefeuchteten Glas- 
stopfen*, schiittelt 30 Sek. ohne das Glas in der Hand zu erwarmen, kraftig durch, 
zentrifugiert 2 Min. bei verschlossenem Zentrifugenglas und hebt den Amylalkohol 
in folgender Weise ab: In die 1 ccm fassende MeBpipette werden zunachst genau 
0,2 ccm reiner Amylalkohol hineingesaugt, dann nach Abtupfen der auBeren Spitze 
mit Filtrierpapier das Zentrifugenglas von unten her bis kurz iiber die Grenzflaiche 
der beiden Fliissigkeiten eingefiihrt, und dann durch Drehen der Ansaugschraube 
der gefirbte Amylalkohol bis zu einem Gesamtvolumen von genau 1 ccm auf- 
gesaugt. Zur Mischung wird der Pipetteninhalt in ein Mikro-Reagensglas abge- 
lassen, die Pipette durch Hochsaugen und Herunterdriicken des Inhaltes einige 
Male ausgespiilt, und dann der Amylalkohol in einer Mikrokiivette, wie bei der 
Makro-Methode beschrieben, gemessen. Bei der Benutzung eines Leifo mu8 man 
nach Einsenken des Eintauchstabes bis zum Ablesen mindestens 3 Min. warten, 
da im Anfang die Werte sich andern. Wir fiihren dies auf Schlierenbildung durch 
Temperaturunterschiede zuriick. 
Berechnung und Genauigkeit wie bei der Makro-Methode. 


C Die Ermittlung der analytischen Faktoren 


Zur Ermittlung der analytischen Faktoren haben wir reinen synthet. Pal- 
mitinaldehyd verwendet. Dieser war nach der von Feulgen" modifizierten Me- 
thode von Rosenmund aus reiner Palmitinsaéure dargestellt und dessen Thiosemi- 


* Wird der Stopfen trocken aufgesetzt, besteht die Gefahr, daB der Amyl- 
alkohol vor der Lésung des Farbstoffs in den kapillaren Raum des Schliffes dringt. 
1 -R. Feulgen u. M. Behrens, diese Z. 177, 229 [1928]. 
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carbazon 5-mal umkristallisiert worden. Aus dem Thiosemicarbazon wurde der 
Palmitinaldehyd nach Behrens™ zuriickgewonnen, in Eisessig gelést und mit 
lcem dieser Eisessiglésung die Bestimmung ausgefiihrt. Feulgen und Griin- 
berg® haben schon friher die Extinktionskoeffizienten bei verschiedenen Pal- 
mitinaldehydkonzentrationen im Eisessig gemessen und dabei zugleich die Giltig- 
keit des Beerschen Gesetzes nachgewiesen. Sie hatten sich fiir das Filter S 53 als 
das giinstigste entschieden. Wir kénnen die Werte von Feulgen und Grinberg 
hier iibernehmen. Indessen haben diese das Fuchsin als ,,standardisierten Farb- 
stoff Bayer‘ benutzt, wahrend wir, wie eingangs erwihnt, nunmehr dem einheit- 
lichen Parafuchsin den Vorzug geben. Es wurde daher je eine Bestimmung mit der 
alten fuchsinschwefligen Séure und mit der aus Parafuchsin bereiteten gemacht, 
und die Extinktionskoeffizienten iiber den ganzen Spektralbereich gemessen. 





Fuchsinschweflige Saure aus 


Fuchsin Parafuchsin 
k ee 





0,07 0,08 
0,18 0,17 
0,55 0,55 
0,71 0,70 
0,78 0,77 
0,59 0,58 
0,08 0,09 
0,67 0,66 
0,85 0,84 








Wie aus der Tabelle hervorgeht, stimmen die Extinktionskoeffizienten der Farb- 
stoffe aus den beiden fuchsinschwefligen Saiuren iiberein, besonders bei dem von 
uns benutzten optimalen Filter, aber auch iiber dem ganzen Spektralbereich. 

Feulgen und Griinberg haben den Faktor, mit dem man den Extinktions- 
koeffizienten multiplizieren mu8, um im Rahmen einer Makro-Bestimmung (also 
bei einem Einsatz von 1 ccm Eisessiglésung) die Konzentration einer Lésung von 
Palmital in Eisessig in mg % zu erhalten, mehrfach unabhangig bestimmt, indem 
dreimal aus reinem fiinfmal umkristallisierten Palmitinaldehyd-thiosemicarbazon 
der freie Aldehyd (mit verlangtem Schmp. 34°) frisch dargestellt, in bekannter 
Konzentration in Eisessig gelést und die Werte fiir & ermittelt wurden. Bei vor- 
ziiglicher Ubereinstimmung der unabhangig voneinander angestellten Versuche 
ergab sich : 


mg % an Palmital in Eisessig = k-10,0. 


Da nun im Ansatz nicht 100 ccm, sondern 1 ccm Palmitallésung vorhanden sind, 
ist also 


10 
mg Palmital im Ansatz k- 100 = k-0,100. 


Nach unserer neuen Methode erfolgt jedoch zur Verhinderung einer Wasser- 
triibung eine Verdiinnung der amylalkoholischen Farblésung von 8 auf 10 ccm, 
also: 

0,100-10 


mg Palmital im Ansatz = k- g = 0,125. 


122 M. Behrens, diese Z. 191, 183 [1930]. 
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Da das Molekulargewicht des Palmitals 256, das des reinen Palmitalplasma- 
logens 437 betragt, so wiirde bei Vorliegen von reinem einheitlichen Palmital- 
plasmalogen sein: 

0,125-437 
mg Palmitalplasmalogen im Ansatz = k- ‘a. Wisin 


Wir nehmen aber aus friiher dargelegten Griinden ein mittleres Molekular- 
gewicht von 451 an. Mithin: 


: , 0,125-451 
mg gemischtes Plasmalogen im Ansatz = k- 356 = 9.2202. 


Bei Verwendung von 1 ccm Serum und 30 ccm Alkohol bekommt man ein 
Gesamtvolumen von 31 ccm, wovon aber das Volumen des ausgefillten EiweiBes 
abzuziehen ist. Der EiweiBgehalt des Serums betragt rund 10%. Die hier mit- 
geteilte Methode bezieht sich, wie 6fters betont, zunachst auf die quantitative Be- 
stimmung von Acetalphosphatiden im Serum; denn nur bei Serum liegt der oben 
mitgeteilte Beweis vor, daB ein Waelsch-Effekt nicht bemerkbar ist. Natiirlich 
kénnte man dieselbe Methode auch auf Gesamtblut iibertragen, indessen liegen 
hierbei noch nicht ausreichende Versuche tiber die Rolle des Waelsch-Effektes vor. 
Nun muB man beim Blut mit ungefahr 20% EiweiB rechnen, so daB sich fiir das 
Blut ein analytischer Faktor ergibe, der um ein geringes von dem des Serums ab- 
weichen wiirde. Um die Verwendung von zwei verschiedenen Faktoren zu ver- 
meiden, nehmen wir einen mittleren EiweiBgehalt von 15% an. Der Fehler fallt 
dabei weit innerhalb der Fehlergrenze der Methode. Bei Einsatz von 1 ccm Serum 
oder Blut miiBte man also das Volumen eines EiweiBkoagulums von 0,15 g von den 
3l com Gesamtvolumen abziehen. Wenn wir statt 0,15 g 0,15 ccm setzen, so be- 
gehen wir einen Fehler, der ebenfalls weit innerhalb der Fehlergrenze der Methode 
liegt. Von dem Gesamtvolumen nach der EiweiBfallung mit Alkohol (31,0 cem — 
0,15 ccm) werden vom Filtrat aber nur 20 ccm fiir die Bestimmung gebraucht, 


Man muB8 den analytischen Faktor mit dem reziproken Wert 
31,0—0,15 


Mi 20 
also 37,0—0,16" 
multiplizieren und erhalt: mg % Plasmalogen im Ansatz = k-0,2202- —— 


In dem Ansatz waren 1 ccm Serum verarbeitet. Durch Multiplikation mit 100 
erhalt man demnach den Gehalt des Serums an Acetalphophatiden in mg %. 
Also: Gehalt des Serums an Acetalphosphatiden in mg % = 
31,0—0,15 
k-0,2202-100- 55 -—_ = 34,0. 

Dieser analytische Faktor bezieht sich auf Verwendung einer Gliihlampe mit 
Spektralfilter 53. Zur Umrechnung auf die Hg-Spektrallampe mit Filter 546 wurde 
eine Farblésung einmal mit der Quecksilberlampe unter Verwendung von Filter 546 
und dann mit der Gliihlampe und Spektralfilter 53 gemessen; wir erhielten mit der 
Hg-Lampe eine Extinktion von 0,416 und mit der Spektrallampe 0,361. Durch 
Multiplikation des mit der Gliihlampe ermittelten Faktors mit dem Quotient 
erhalt man also den analytischen Faktor fiir die Hg-Lampe: 


0,361 
34: 0.416 = 29,50, 


Zusammenfassung 


Die bisher vorgeschlagenen Methoden zur quantitativen Bestim- 
mung der Acetalphosphatide im Serum wurden kritisiert und dabei die 
Entwicklung der Farbe aus den Serumlipoiden und der fuchsinschwef- 
ligen Saure bei 50° in einem stark essigsaurehaltigen Ansatz nach Waelsch 
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und Leupold wegen der Instabilitét der dabei entstehenden Farbstoffe 
und der zu kleinen Toleranz der Reaktionszeit verworfen. Es wurde 
eine Methode vorgeschlagen, bei der die Acetalphosphatide der Serum- 
lipoide, gelést in Eisessig, zuvor mit HCl hydrolysiert, und nach dem 
Neutralisieren mit einer aquivalenten Menge NaOH der Farbstoff mit 
fuchsinschwefliger Saéure entwickelt wurde. Bei dieser Arbeitsweise 
beansprucht der Farbansatz nicht mehr als 15 Min. und die ganze Be- 
stimmung ist in 45 Min. zu Ende zu fiihren. Dabei wurde ein ,,Waelsch- 
Effekt‘‘ nach Priifung zahlreicher Seren von Menschen und verschie- 
denen Tieren nicht beobachtet. Mechanische Hilfsmittel zum Abheben 
und Aliquotieren im Mikrobereich sowie ein Geraét zum bequemen Ab- 
dampfen von einigen ccm Lésungsmittel bei Mikro-Analysen unter 
CO,-Schutz wurden beschrieben. 





ee. ae a 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte 


VI. Die quantitative Analyse von Polypeptidgemischen mit Hilfe 
der Papierchromatographie 


Von 
Kurt Heyns und Gerhard Anders 
Aus dem Chemischen Institut der Universitét Hamburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1950) 


Die Aufarbeitung von Partialhydrolysaten von Proteinen machte 
es erforderlich, eine Reihe von Vorarbeiten auszufiihren um Anhalts- 
punkte dafiir zu gewinnen, in welchem Ausma8 Gemische von Poly- 
peptiden mit Hilfe des papierchromatographischen Verfahrens soweit 
auftrennbar sind, da8 quantitative Aussagen abgeleitet werden kénnen. 

Die vielfaltigen Versuche, die qualitativen Méglichkeiten bei papier- 
chromatographischen Analysen von EiweiBabbauprodukten wenigstens 
teilweise durch quantitative Einblicke abzurunden, beschaftigten sich 
zum groBten Teil mit der Bestimmung von Aminosauren!. Da im Rahmen 
der vorliegenden Untersuchungen im gleichen MaBe auch Polypeptide 
in Mikromengen zu bestimmen waren, wurde auf die direkte Bestimmung 
des Gesamtstickstoffs in einer besonderen Mikroapparatur nach Kjeldahl 
zurickgegriffen. — Auch die mit einer Genauigkeit von 0,005 y N ar- 
beitende Methode von Briiel, Holter, Linderstrém-Lang und 
Rozits? scheint in diesem Bereich, unter der Voraussetzung stickstoff- 
freien Papiers, weitere Entwicklungsméglichkeiten zu bieten. 

Durch entsprechende Verkleinerung der Mengen zur Anwendung 
gelangender Reagenzien sowie der apparativen Einrichtungen wurde 
Verfahren soweit verfeinert, daB bei einem Einsatz von 50 bis 400 y 
Aminosauresubstanz, entspr. 10 bis 50 y N, in 15 bis 45 wl Lésung die 
erhaltenen Werte zwischen 97 und 102°, zu liegen kamen. 

Zur Veraschung werden (in Kélbchen von 50 mm Lange, 12 mm@ und 10 mm 
Halsweite) 20 ul rauchende H,SO,, 5 wl 5-proz. CuSO,-Liésung sowie 1—2 Mikro- 
kristallchen K,SO, der Analysenlésung zugefiigt. Das MikrogefaB wird, schrig 
in einer mit kleinen Glasperlen gefiillten Porzellanschale liegend, mit der ent- 


leuchteten Flamme eines Mikrobunsenbrenners erhitzt. Nach erfolgter Veraschung 
wird bis zum Anschlu8 an die Destillationsapparatur stets die Kolbenéffnung mit 


1 A. Polson, V.M. Mosley u. R. W. G. Wyckhoff, Science [New York] 
105, 603 [1947]; R. B. Fisher, D.S. Parsons u. G.A. Morrison, Nature 
[London] 161, 764 [1948]; A. J. Woiwood, Nature [London] 161, 169 [1948]; 
Th. Wieland, Angew. Chem. 60, 313 [1948]. 

2 D. Bruel, H. Holter, K. Linderstrém-Lang u. K. Rosits, Biochim. 
Biophys. Acta 1, 101 [1947]. 
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einem schwach getrinkten Wattebausch (H,SO, 1:10) verschlossen gehalten. 
Nach Abkiihlen, Verdiinnen mit 250 ul Wasser und erneutem Abkihlen wird kurz 
vor der Destillation ein Plitzchen NaOH p. a. eingeworfen, welches bei schneller 
Handhabung erst beim Erhitzen mit dem sauren Inhalt reagiert. Die Destillation 
im Wasserdampf-Luftstrom mit Hilfe der in Abb. 1 skizzierten Apparatur erfordert 


Abb. 1. Destillationsapparatur fiir Mikrostickstoffbestimmung. 
L = Lofteintrittséffnung, W = Wascher, V = Vorlage, K = Kapillare, 
E = Einleitungsrohr, R = Riicktropfeinrichtung. 


besondere Handfertigkeit und Technik. Sie ist aus 10 und 5mm weitem Rohr 
geblasen, der links seitlich angebrachte Wascher W wird mit halbkonz. H,SO, 
bis zum unteren Rand der Lufteintrittséffnung L gefiilt. In L ist ein gewohn- 
liches Magnesiastabchen eingefiihrt, womit die Bildung sehr kleiner durchperlender 
Blaschen bewirkt wird. Die Luft gelangt weiter durch die Kapillare K bis an 
die Oberfliche der alkalisierten AufschluBfliissigkeit im Kjeldahlkélbchen, das 
mit Hilfe eines Schlauchstiickchens angeschlossen ist. Bei der Destillation mit 
einer kleingestellten Bunsenbrenner-Sparflamme passieren die Dampfe eine Riick- 
tropfeinrichtung R und gelangen durch ein abnehmbares, sehr diinnes Ein- 
leitungsrohr E in die vorgelegte Saure. Als Vorlage V dient ein kleines Saug- 
réhrchen, das mit 1,0 ccm etwa n/200-H,SO, (kurz vor Gebrauch wurden 5 ccm 
n/10-H,SO, auf 100 ccm aufgefiillt) und 1,0 ccm Indikatorwasser (1 ccm Misch- 
indikator 5, Merck, zu 50 ccm verdiinnt; nur wenige Stunden haltbar) beschickt 
ist. Gegen SchluB der Destillation mu8 die Apparatur noch zeitweise bis auf etwa 
70mm Hg mit Hilfe einer entsprechend leergepumpten groBen Saugflasche eva- 
kuiert werden, ehe nach Unterbrechung der Destillation und Abnahme von V 
das Réhrchen E sorgfaltig mit wenig Wasser abgespiilt wird. — Zur Titration 
wird V mit dem Ansatz in das Schlauchstiickchen S der Titriereinrichtung, 
Abb. 2, eingeschoben. Eine annahernd waagerecht liegende Mikropipette M, 
sowie die Titrierkapillare T enthalten als Titrierfliissigkeit n/10-KOH, welche 
durch Quecksilber bewegt wird. T endet dicht iiber der Fliissigkeit in V, wodurch 
es méglich ist, kleinste Trépfchen herauszudriicken und diese durch Schiitteln 
der Vorlage V (Schnippen mit dem Finger) zu verteilen (kleinste, auf diese Weise 
noch abzumessende Flissigkeitsmenge: 0,25 ul). Eine Voraussetzung fiir einwand- 
freies Funktionieren der skizzierten Einrichtung ist, da8 Héhe des Hg-Spiegels, 
Neigung von M, GréBe der Offnung von T und das Lumen der bei B eingefiihrten 
Bremskapillare sorgfaltig aufeinander abgestimmt sind, damit die Trennfliche 
Hg/0,1-n.KOH an jeder beliebigen Stelle von M stehenbleibt und nur durch schwachen 
Druck oder Sog an der Hg-Oberflache verschoben werden kann. — Beim Einhalten 
vorstehend geschilderter Bedingungen erreicht man eine Umschlagsbreite des 
Indikators von kraftig Violett bis kraftig Griin von héchstens 1 wl n/10-KOH 
(entspr. 1,4 yN) mit einer nur ganz kurz auftretenden grauen Mittelfarbe. 
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Abb. 2. Titriereinrichtung fiir Mikrostickstoffbestimmung. 
B = Ort der Bremskapillare, M = Mikropipette, T = Titrierkapillare, V = Vor- 
lage, S = Schlauchstiickchen. 


Fiir die papierchromatographische Zerlegung von Polypeptid- 
gemischen bzw. der durch Acetonfillung erhaltenen Fraktionen und 
fiir die Analyse der ausgeschnittenen Flecken wurde die ,,Ausschneide- 
technik“ von Consden, Gordon und Martin*® zugrundegelegt. 
AuBerdem wurde die Arbeitsweise einbezogen, wie sie von Dent* bei 
der Isolierung des zunachst als ,,under-alanine“ bezeichneten Tripeptids 
Seryl-glycyl-glycin beschrieben wurde. Als flieBende Phase und damit 
als Zerlegungsmittel wurde ausschlieBlich Phenol angewendet und die 
Methode an einem kiinstlichen Gemisch aus Glycyl-leucin und Alanyl- 


i R Gr 
J 












































Abb. 3. Einrichtung eines Bogens Schleicher und Schiill Nr. 595 fiir Zerlegungs- 
chromatogramm. 
Abb. 3a. Indikatorstreifen von der Zerlegung des Testgemisches Alanyl-glycyl- 
glycin (a) + Glycyl-leucin (b). 


3 R. Consden, A.H. Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J. 41, 590 
[1947]. 
4C. E. Dent, Biochem. J. 41, 240 [1947]. 


8* 





112 Kurt Heyns und Gerhard Anders, Bd. 287 (1951) 


glycyl-glycin tiberprift; ein Tripeptid mit zwei gleichen Aminoséuren 
wurde gewahlt, um auch in einem solchen Falle die Brauchbarkeit zu 
iiberpriifen. Die Einrichtung der Bogen (Schleicher & Schiill 595) fiir 
,,Zerlegungschromatogramme“ geht aus Abb. 3 hervor. Sie werden an 
der Seite von ,,Indikatorstreifen“ begrenzt; in der Mitte befindet sich 
neben einem weiteren Indikatorstreifen (Im) noch ein ,,Kontrollstreifen‘‘ 
(K, Abkiirzungen vgl. Tab. 1), der, mit Glycin und Alanin beschickt, 


Tab. 1. Bei den papierchromatographischen Untersuchungen verwendete 
Abkiirzungen. 

Phenolentwicklung 

Butanolentwicklung 

Entwicklung mit Pyridin-Amylalkohol 

Indikatorstreifen links, Mitte, rechts 

Kontrollstreifen 

Einheitlichkeitsprobe des Peptides 

Totalhydrolysat des Peptides 

Desaminiertes Peptid nach Totalhydrolyse 

Dinitrophenylderivat des Peptides sack Totalhydrolyse 


Die Symbole fiir Aminosauren sind in Tab. 1 der IV. Mitt. aufgefiihrt. — 
Zur Abkiirzung von -Peptiden werden diese in der Reihenfolge der Verkniipfung 
aneinandergereiht, beginnend mit der die freie Aminogruppe tragenden Amino- 
er Mehrmals folgende Reste werden durch die entspr. vorangestellte Zahl 

zeichnet. 





der spiteren Errechnung der Ry-Werte dient. Die einzelnen Tropfen 


der Indikatorstreifen sowie diejenigen auf den quantitativen Zerlegungs- 
teilen (215) enthalten gleiche Mengen Substanz, damit iiberall die- 
selben Entwicklungsbedingungen vorhanden sind. Je vier dieser Bogen 
dienen der Zerlegung des Polypep- 
tidgemisches bzw. der betr. Frak- 
tion. Sie werden gemeinsam in der 
gleichen Kammer entwickelt. Nach 
dem Trocknen werden Indikator- 
und Kontrollstreifen herausge- 
schnitten und in der iblichen 
Weise mit Ninhydrin angefarbt. 
Einen Indikatorstreifen, von der 
Zerlegung des Testgemisches her- 
rihrend, zeigt Abb. 3a. Anschlie- 
Bend werden die Bogen auf dem 
Zeichenbrett wieder zusammen- 
gesetzt und die auszuschneidenden 
Streifen mit Bleistift markiert. 
Die ausgeschnittenen Streifen wer- 

Abb. 4. Auswaschen der Streifen. ve ius Waent eutau as 
Rt ergy ts: ager ged Ag dem Deckel eines Standzylinders 


Uhrglas, St = Papierstreifen, G = Glas- ““ " : 
hakchen. wird durch ein Drahtgestell eine 
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kleine Schale gehalten und in dieser durch ein hineingelegtes Uhrglas 
die Streifen befestigt. Die unteren, zugespitzten Enden werden durch 
ein Glashikchen zusammen gehalten, an dem das zum Auffangen der 
Waschfliissigkeit dienende Réhrchen haingt. Um eine wassergesittigte 
Atmosphare zu erhalten, ist der Boden des Standzylinders mit Wasser 
bedeckt. Nach dem Zusammenbau wird die kleine Schale mittels einer 
Spritzflasche mit geeignet umgebogener Diise etwa zur Halfte mit 
Wasser gefiillt und der Deckel aufgesetzt. Dann wird das Gerit 5 bis 
6 Stdn. sich selbst iiberlassen. Die durch das Papier hindurchgesickerte 
Flissigkeit soll pro Streifen etwa 1 ccm betragen. Es koénnen 2—4 
Streifen in einem Gerat gleichzeitig behandelt werden. Die nach der 
Methode anfallenden 8 Streifen wurden in zwei Arbeitsgingen aus- 
gewaschen, zwischen denen mitunter eine Wagung des abgedampften 
Riickstandes eingeschoben wurde. Zwecks Erkennens evtl. Fehler wer- 
den ausgewaschene Streifen und die Reste der Zerlegungschromato- 
gramme in der bekannten Weise mit Ninhydrin angefairbt. Das Aus- 
waschen war allgemein vollstandig, betreffs des Ausschneidens wurden 
jedoch mitunter ins Gewicht fallende Fehler festgestellt. Das 'Ab- 
dunsten der Auswaschfliissigkeit erfolgte im Vakuum iiber P,O;. Der 
Riickstand wurde dann in einer abgemessenen Menge Wasser auf- 
genommen und in dieser Lésung durch Stickstoffbestimmung der Gehalt 
an Aminosubstanz und damit die Ausbeute festgestellt. 

Fiir die Beurteilung dieses Vorgehens ist die Frage von Wichtigkeit, 
ob der Auswaschriickstand von leeren, chromatographisch mit Phenol 
behandelten Streifen Stickstoff enthalt. Ebenso muBte geklart werden, 
ob iiber das Chromatogramm laufende Substanzen etwa durch Zer- 
setzung stickstoffhaltige Produkte zuriicklassen. Die Ergebnisse ent- 
sprechender Versuche unter gleichzeitiger Erprobung von Vorbehand- 
lungsmethoden fiir die Streifen zeigt Tab. 2. 

Tab. 2. Auswaschversuche mit ,,leeren“ Streifen. 


Jeweils 2 Streifen maximaler GréBe ausgewaschen, Trockensubstanz und Stick- 
stoff bestimmt: 





ausgew. : 
Tr.-Sub- Stickstoffgeh. 


stanz 
mg 


Herkunft Vorbehandlung 





Leeres Papierchro- 
matogr. mit Phe- ohne 1,41 


nol behandelt ov 
2 Stdn. 1 C, 

do. 25 mm 1,42 
Glutathionentw. 
nahe oberhalb ohne 


Fleck ausgeschn. 
2 Stdn. 100°C, 


* 25 mm 
do. nahe Start 1 Stde. mit Bonin 
‘ : extrah. 15 Min. 
punkt ausgeschn. wie Ghee 
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Das fiir diese Versuche herangezogene Glutathion war von allen 
untersuchten Substanzen am unbestandigsten gegeniiber papierchro- 
matographischer Behandlung. Auf fast allen Chromatogrammen zeigte 
sich ein breiter Streifen von Zersetzungsprodukten zwischen Startpunkt 
und dem eigentlichen Fleck. Aus Tab. 2 ist ersichtlich, daB auch die 
Trockenriickstinde von Leerstreifen geringe Mengen Stickstoff ent- 
halten, die jedoch durch Trocknen im Vakuum bei 100° auf den dritten 
Teil zuriickgehen. Sie betragen dann noch etwa 3 y N pro Streifen. — 
Die Ergebnisse eingehender Untersuchungen lassen die Verwendung 
einer Gesamtstickstoffbestimmung zur quantitativen Auswertung von 
Papierchromatogrammen fragwiirdig erscheinen, da aus Leerstreifen 
wechselnde Mengen Stickstoff auswaschbar sind. Ein konstanter Blind- 
wert lieB sich nicht ermitteln. — Trotzdem zeigten eigene Versuche, 
daB die Unterscheidung zwischen einem Tripeptid mit zwei gleichen 
Aminosaureresten und dem entsprechenden Dipeptid auf dieser Grund- 
lage méglich ist, weil die zu diesem Zweck auszuschneidenden Streifen 
von viel kleineren Abmessungen sind als die bei den Leerversuchen ver- 
wendeten, die der GréBe der bei Zerlegungschromatogrammen anfallen- 
den Streifen angepaBt wurden. Die Anwendung der Mikrokjeldahl- 
bestimmung war nétig und auch méglich, wenn die Menge einer aus einer 
Fraktion durch papierchromatographische Zerlegung isolierten Substanz 
ermittelt werden sollte, denn bei allen auf dieser Grundlage angesetzten 
,analytischen Chromatogrammen“ entsprachen die erhaltenen Flecken 
hinsichtlich GréBe und Intensitét den Erwartungen. 

Je 100 mg Gly-Leu und Ala-2-Gly wurden gemeinsam zu 5,0 cem gelést, je 
5 yl auf die Startpunkte der Indikatorstreifen und der Zerlegungsteile gebracht, 
wahrend die Kontrollstreifen mit 1,5 ul einer an Gly und Ala je 1-proz. waBrig- 
alkoholischen Lésung beschickt wurden. Damit gelangten je 8 x 15x0,1 = 12,0 mg 
der beiden Polypeptide fiir die Erprobung des gesamten Verfahrens zum Einsatz. 
Die vier Bogen wurden 42 Stdn. mit Phenol entwickelt. Die Indikatorstreifen 
zeigten nach Anfarben den violetten Fleck des Tripeptides mit Rr = 0,47 und 
den anfangs zitronengelben des Gly-Leu mit Rr = 0,65. Nach Auswaschen wurden 
die Trockenriickstinde in 800 bzw. 1000 ul Wasser gelést und durch N-Best. 
(siche Tab. 3) Polypeptidgehalt und Ausbeute ermittelt. 


Tab. 3. Zerlegung des Testgemisches. 





Ausgewaschen mg Peptid- 
Tr.-Riick- Subst. 
Subst. | N stande 


Gly-Leu. . . | 12,0 1,79 
Ala-2-Gly . . 12,0 2,48 


Ausbeute 


Angewendete mg, 


Peptid 





Die Ausbeuten bei diesen Testversuchen, die einen wertvollen Hin- 
weis fiir die mégliche Genauigkeit des Verfahrens geben, zeigt Tab. 3. 
Die Verluste konnten nur zu einem kleinen Teil auf Ausschneidefehler 
zuriickgefiihrt werden, sie liegen vielmehr in Zersetzungserscheinungen 
wahrend der chromatographischen Entwicklung begriindet. 





Bd. 287 (1951) | Uber Proteine und deren Abbauprodukte VI 115 


Zur Identifizierung der das ausgewaschene Polypeptid aufbauenden 
Aminosaéuren wird ein Teil der erhaltenen Substanz in Kapillaren von 
1 bzw. 2mm Weite und etwa 12 cm Linge (Hydrolysen-Kapillaren) mit 
Salzséure hydrolysiert und papierchromatographisch in 3 Medien unter- 
sucht. Um die Ausbildung eines Fleckens durch jede enthaltende Amino- 
siure sicherzustellen, muB die anzuwendende Menge berechnet werden. 
Bei Glykokoll geniigen 1—2y, empfindlicher reagieren Alanin und 
Glutaminsiure, wihrend bei Lysin, Arginin u.a. erst 20—25 y hin- 
reichende Sicherheit bieten. Da bei spiiteren Analysen das Auftreten 
von Tri- und Tetrapeptiden zu erwarten war, die Entwicklung zudem 
auf drei Chromatogrammen vorgenommen wird, sind fiir diesen Vorgang 
mindestens 240 y anzusetzen, eine Menge, die im Falle eines Tetra- 
peptides gewisse Unsicherheiten noch nicht ausschlieBt. Hier diirften 
aber Chromatogramme und quantitative Bestimmungen rechtzeitig 
voreilige Schliisse ausschlieBen. 

Das Arbeiten mit den vorhandenen geringen Mengen erforderte ent- 
sprechend feine Gerate. Als ReaktionsgefaBe dienten Réhrchen von etwa 
5cem Inhalt, Tiipfelplatten, Objekttriger mit Hohlschliff, meistens 
jedoch Vertiefungen in Kunststoffstreifen (Sumit). Dieses Material ist 
infolge seiner Oberflichenbeschaffenheit besonders geeignet, da kleinste 
Trépfchen mit feinen Glashikchen beliebig hin- und hergezogen werden 
kénnen. Streifen mit mehreren Vertiefungen gestatten, gleichartige 
Reaktionen gemeinsam auszufiihren. Nach dem Abdampfen zuriick- 
bleibende Krusten kénnen mit feinen Glasreibern leicht wieder in Lésung 
gebracht werden. 

Zur quantitativen Analyse des Totalhydrolysates eines isolierten 
Polypeptidgemisches wird mit der erforderlichen Menge ein ,,Zerlegungs- 
chromatogramm“ beschickt, bei dem 10 gleiche Tropfen zwischen 2 mit 
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Abb. 5. Zerlegung der Totalhydrolysate der aus dem Testgemisch isolierten Peptide 
zur quantitativen Bestimmung der Aminosauren. 
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derselben Menge beschickten Indikatorstreifen entwickelt werden. 
GemaB Abb. 5 werden die Streifen herausgeschnitten, ausgewaschen, 
die Lésung abgedampft und der Stickstoffgehalt des Riickstandes be- 
stimmt. Die Ergebnisse der Testanalysen zeigt Tab. 4. Die quantitative 


Tab. 4. Quantitative Analyse der Totalhydrolysate der aus dem Testgemisch 
isolierten Peptide. 
Gly-Leu 
Angesetzt: 400 y; davon gelangen 10/12 mit 49,6 y N zur Auswertung. 
Gly: 24,8 y N ber.; 16,5 y N gef. = 67%; Leu: 24,8 y N ber.; 14,7 » N gef. = 60% 
Verhaltnis Gly: Leu = 1:0,9. 





Ala-2-Gly 
Angesetzt: 400 y N; davon gelangen 10/12 mit 69,5 N zur Auswertung. 
Ala: 23,2 y N ber.; 22,4 » N gef. = 96%; Gly 46,4 y N ber.; 40,8 y N gef. = 88% 
Verhiltnis Ala: Gly = 1:1,8. 





Auswertung durch Stickstoffbestimmung ergibt deutlich in dem ihr 
zuzuweisenden Rahmen die Aufteilung der angewendeten Mengen Ge- 
samtstickstoff beim Gly-Leu je zur Hialfte auf die beiden Aminoséuren 
bzw. beim Ala-2-Gly zu einem Drittel auf Alanin und zu zwei Dritteln 
auf Glykokoll. i 

Je 250 y enthaltende Mengen der erhaltenen Liésungen (32,2 ul bei Gly-Leu, 
47,5 ul bei Ala-2-Gly) wurden iiber P,O, zur Trockne gebracht, mit 50 ul HCl 
(4 Vol. konz. + 1 Vol. H,O) aufgenommen und mit Hilfe eines kleinen, aus Ka- 
pillarschlauch und Glasstabchen bestehenden Saugers in eine Hydrolysenkapillare 
aufgezogen. Auf die gleiche Weise wurde zweimal mit 35 ul HCl (4 + 1) nach- 
gespiilt. Die zugeschmolzenen Kapillaren wurden 6 Stdn. auf 110° erhitzt. Nach 
dem Offnen wurde der Inhalt in die Vertiefung eines Sumitstreifens entleert, das 
Innere der Kapillare mit einigen Mikrolitern Wasser nachgespiilt und das Ganze 
dreimal iiber KOH im Vakuum zur Trockne gebracht. Die zuriickgebliebenen 
Krusten wurden mit etwa 3041 Wasser aufgenommen und diese Lésung gleich- 
maBig auf die drei TH-Chromatogramme verteilt. Auf die gleiche Weise wurde 
ein- bis zweimal nachgewaschen. Auf jeden TH-Streifen gelangten so etwa 80 y 
des entstandenen Aminosauregemisches, vgl. Abb. 6. 

Zur quantitativen Bestimmung der erhaltenen Aminosauren wird 
der Vorgang mit je 400 y Substanz wiederholt. Das erhaltene Hydro- 
lysat wird gleichmaBig auf 12 Startpunkte der Chromatogramme der 
Abb. 5 verteilt. Nach Entwickeln und Trocknen werden an Hand der 
angefarbten Indikatorstreifen die eingezeichneten Bezirke in Form von 
je zwei kurzen, schmalen Streifen ausgeschnitten und diese, wie tiblich, 
1 Stde. bei 80’C und 25 mm getrocknet. In dem ausgewaschenen Trocken- 
riickstand wird schlieBlich der Stickstoff bestimmt. 

Zur Bestimmung des die freie Aminogruppe tragenden Aminosiure- 
restes dienten zwei Verfahren. Das Polypeptid wurde in salzsaurer 
Lésung durch Einwirkung von Stickoxyden desaminiert und nach Total- 
hydrolyse das Verschwinden bzw. eine weitgehende Abschwachung der 
betreffenden End-Aminosiure festgestellt. Da hier mit gréBeren Ver- 
lusten zu rechnen ist, werden fiir ein Chromatogramm (,,Des‘‘) 100 » 
angesetzt. 
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14,1 wl der erhaltenen Gly-Leu-Lésung (19,0 ul beim Ala-2-Gly) wurden auf 
einem Sumitstreifen iiber P,O; im Vakuum zur Trockne gebracht, in 50 ul HCl 
(1 Vol. konz. + 1 Vol. H,O) aufgenommen und der Streifen in eine Desami- 
nierungsapparatur gelegt. Man lieB die aus festem NaNO, und konz. HCl sich 
bildenden Stickoxyde etwa 15 Min. einwirken, bis die mit der Lupe erkennbare 
Blaschenbildung nachlieB und dampfte iiber KOH im Vakuum dreimal unter 
Zufiigen von 35 wl HCl (1 + 1) zur Trockne ein. AnschlieBend wurde mit 20 ul 
HCl (4+ 1) aufgenommen, in eine Hydrolysenkapillare iiberfiihrt, auf 110°C 
erhitzt und nach entspr. Nachwaschen dreimal unter Zufiigen von 20 ul H,O iiber 
KOH zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde auf das Chromatogramm 
(,,Des‘‘) iibertragen. (Wenn gréBere Substanzmengen zur Verfiigung stehen, kann 
die Desaminierung vorteilhaft auch durch Einleiten der Stickoxyde in die waBrigen 
Lésungen bewirkt werden.) 

Das zweite Verfahren zur Kennzeichnung des die freie Aminogruppe 
tragenden Aminosaurerestes bedient sich der Dinitrophenylderivate 
(DNP-Deriv.) der betr. Polypeptide. Diese unterliegen bei der Hydro- 
lyse meistens einer vorzugsweisen Spaltung der Peptidbindungen unter 
Aufrechterhaltung der Bindung des DNP-Restes an die betr. End- 
Aminosaure. Wahrend Dent‘ jedoch bei der Entwicklung des Hydro- 
lysates nur von einer schnell iiber das Chromatogramm laufenden Sub- 
stanz spricht, zeigten die eigenen Versuche, daB alle beobachteten DNP- 
Aminosauren direkt in Phenol chromatographierbar sind. Wegen ihrer 
gelben Farbe sieht man sie iiber das Chromatogramm laufen. Sie be- 
setzen weniger charakteristische Plitze als Aminosiuren und Poly- 
peptide, die gelbe Farbe bleibt nach dem Anfarben mit Ninhydrin er- 
halten. Da die erwartete Schwichung des Fleckes der im Polypeptid 
die freie NH,-Gruppe tragenden Aminosiure auf dem Chromatogramm 
des hydrolysierten DNP-Peptides meistens unbefriedigend war, wurde 
die Lage dieser gelben Flecken zur Identifizierung herangezogen. 

Darstellung von DNP-Aminosauren: 10 mg der Aminosauren, in 1 ccm 
Wasser gelést, wurden mit 0,5 cem 1-proz. NaHCO,-Lésung und 0,5 ccm 4-proz. 
alkoholischer Lésung von 1-Fluor-2.4-dinitrobenzol versetzt, 3. Stdn. auf der 
Maschine geschiittelt, nach Abdampfen i. V. dreimal mit je 1 com Ather extrahiert 
und in 0,5 com Wasser aufgenommen. Chromatogramme wurden mit 1 bis 3 yl 
dieser Lésung beschickt. 

Darstellung der DNP-Derivate der isolierten Polypeptide: 14,1 yl 
der erhaltenen Gly-Leu-Lésung (19,0 ul bei Ala-2-Gly), enthaltend 100 y Sub- 
stanz, wurden in Réhrchen iiber P,O; zur Trockne gebracht, in 125 ul Wasser 
aufgenommen, mit 25 ul NaHCO,-Lésung und 25 wl Fluordinitrobenzol-Lésung, 
wie oben versetzt, 3 Stdn. geschiittelt, nach Abdampfen dreimal mit 50 bis 100 yl] 
Ather ausgezogen, mit 50 ul HCl (1 Vol. konz. + 1 Vol. H,O) in eine Hydrolysen- 
kapillare iibergefiihrt und zweimal mit 25 wl HCl (1 + 1) nachgespiilt. Zur Hydro- 
lyse geniigten 1/, bis 11/, Stdn. bei 110°C. Nach Ausdriicken und Nachwaschen 
wurde dreimal iiber KOH i. V. zur, Trockne verdampft und auf das Chromato- 
gramm (DNP) iibertragen. 

Ergibt die Totalhydrolyse eines Fleckens, daB das betr. Polypeptid 
mehr als zwei Aminosiurereste enthialt, so sind weitere Untersuchungen 
iiber ihre Verkettung erforderlich. Nach Untersuchung der Bedingungen 
einer partiellen Hydrolyse muB eine papierchromatographische Auf- 
trennung der erhaltenen Aminosiuren und Polypeptide mit anschlieBen- 
der Analyse erfolgen, einschlieBlich Feststellung des die freie Amino- 





118 Kurt Heyns und Gerhard Anders, Bd. 287 (1951) 


gruppe tragenden Restes. Eine wichtige Voraussetzung hierzu ist die 
Isolierung einer entsprechend groBen Substanzmenge. 

Auf die beschriebene Weise werden schlieBlich drei Hydrolysate 
(Totalhydrolysat, Totalhydrolysat nach vorangegangener Desaminie- 
rung sowie nach Umsetzung mit DNF) der zu untersuchenden Substanz 
erhalten, die auf einem Bogen gemeinsam mit einem Kontrollgemisch, 
das die wichtigsten Aminosiuren der Gelatine enthalt, und einer Ein- 
heitlichkeitsprobe in Phenol entwickelt werden. Diese Einheitlichkeits- 
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Abb. 6. Analyse des aus dem Test- 
gemisch isolierten Glycyl-leucins. 
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probe (,,P“‘, 35 y Polypeptid in Lésung direkt aufgetropft), dient dazu, 
festzustellen, ob beim Ausschneiden nicht etwa benachbarte Substanzen 
mit erfaBt worden sind und ob nicht zwei oder mehrere Polypeptide 
in einem Fleck der Ph-Chromatogramme vorhanden waren, was durch 
Bu- oder PA-Entwicklung festgestellt werden muB. Dazu wird ein 
Streifen ,,P‘‘ auch in den beiden anderen Medien entwickelt. Ebenso 
muB das Totalhydrolysat (,,Th‘‘) in allen drei flieBenden Phasen, neben 
dem Kontrollgemisch angeordnet, untersucht werden. Fiir das hydro- 
lysierte Desaminierungsprodukt und das DNP-Derivat nach Hydrolyse 
geniigt jedoch eine Entwicklung in Phenol (,,Des‘‘ bzw. ,,DNP“). — 
Abb. 6 zeigt die vollstaindige qualitative Analyse des aus dem Test- 
gemisch isolierten Gly-Leu*. Das Totalhydrolysat (,,Th“) wird auf dem 
Ph-Chromatogramm (links) zwischen der Einheitlichkeitsprobe (,,P*) 
und dem Kontrollstreifen (,,K“‘) entwickelt. Man erkennt so anschaulich, 
wie aus einem Flecken durch Hydrolyse mehrere entstehen. — Bei der 
quantitativen Untersuchung des Totalhydrolysates gelangt der Streifen 


* Auf die Wiedergabe der entspr. Chromatogramme fiir das Ala-2-Gly sei 
hier verzichtet, da dort ganz entsprechende Ergebnisse erhalten wurden. 
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Th“ zweimal zur Ausfiihrung. Beide dienen als Indikatorstreifen fiir 
das spitere Zerschneiden des zwischen ihnen liegenden quantitativen 
Teiles, vgl. Abb. 5. Spiiterhin wurde auch qualitative und quantitative 
Zerlegung des Totalhydrolysates auf demselben Bogen vorgenommen. 
Quantitative Riickschliisse aus Intensitét und Ausdehnung der 
Flecken sind mit Vorsicht zu behandeln, soweit sie nicht auf exakten 
MeBmethoden beruhen oder durch Verdiinnungsreihen fundiert sind. 
Die im Falle dieser Testanalyse nicht notige Identifizierung der Bau- 
steine deutet sich in ihren Méglichkeiten bereits in Abb. 6 an. Uber- 
einstimmen von drei Ry-Werten fiir jede Aminosaure, gleichzeitiges 
Auftreten des Keimpunktes mit dem einer Substanz auf dem Kontroll- 
streifen, gleiche Anfangsfarbe und evtl. gleiche Form der Flecken usw. 
bieten dem geiibten Beobachter geniigend Sicherheit. Wenn dabei nicht 
alle aufgefiihrten Bedingungen erfiillt werden, miissen fiir die Unstimmig- 
keiten zwingende Griinde anzufiihren sein. Selten trat spiterhin mehr 
als eine Abweichung auf. Mitunter waren Differenzen der Ry-Werte 
zwischen den mit 7 bis 8 Aminosiuren beschickten Kontrollstreifen 
und den im allgemeinen nur mit 2 bis 3 Flecken besetzten analytischen 
Streifen festzustellen, deren aufgetropfte Substanzen zudem noch durch 
von der Hydrolyse herriihrenden Verkohlungsprodukten u. dgl. ver- 
unreinigt sind. Die Unterschiede waren jedoch klein und zu erwarten. 
Einen sicheren Anhalt fiir ihre GroéBe gab das gleichzeitige Auftreten 
der sich iiber den ganzen Bogen erstreckende Reihe von braunen Gly- 
kokollflecken waihrend der Beobachtung der Keimpunkte. 


Zusammenfassung 

Um eine quantitative Beurteilung papierchromatographischer 
Analysen von EiweiBabbauprodukten zu ermdglichen, wurde eine 
Mikroapparatur zur Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl 
entwickelt. 

Fir die Isolierung und Strukturaufklirung von Polypeptiden aus 
Fraktionen, die durch Fallung mit Aceton aus partiellen Gelatine- 
hydrolysaten erhalten wurden‘, wird ein Arbeitsgang mitgeteilt und an 
Hand eines Gemisches von Glycyl-leucin und Alanyl-glycyl-glycin auf 
seine Brauchbarkeit iiberpriift. Beide Substanzen werden mit Hilfe 
der Ausschneidetechnik voneinander getrennt und jede fiir sich iiber ihr 
Totalhydrolysat, Desaminierungsprodukt und Dinitrophenyl-Derivat 
auf papierchromatographischem Wege qualitativ und quantitativ iden- 
tifiziert. 


5 Vgl. I. u. Il. Mitt.: K. Heyns, G. Anders u. E. Becker, diese Z. 286, 
102, 118 [1950]. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte 


VII. Untersuchung einiger Fraktionen mittels Fallungsmethoden 
aufgeteilter partieller Hydrolysate der Gelatine 


Von 
Kurt Heyns, Gerhard Anders und Erich Becker 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1950) 


Nachdem zunichst die Hydrolysenbedingungen zur reproduzier- 
baren Gewinnung von partiellen Abbaugemischen der Gelatine fest- 
gelegt worden waren und weitere Untersuchungen sich mit der Ein- 
beziehung papierchromatographischer Trennungsverfahren und mit der 
Aufteilung von Partialhydrolysaten von Proteinen beschaftigt hatten?, 
wurden mit Hilfe der gewonnenen Erfahrungen einige partielle Hydro- 
lysatfraktionen der Gelatine naher untersucht und in ihrer Zusammen- 
setzung aufgeklirt. Es erschien von vornherein vdllig aussichtslos, das 
gesamte Abbaugemisch mittels chromatographischer Methoden soweit 
zerlegen zu kénnen, daB sich definierte Produkte dabei abfangen lassen 
wiirden, zumal in derartigen Partialhydrolysaten neben mehr oder 
weniger hochmolekularen Polypeptiden zweifellos auch einzelne Amino- 
siuren abgespalten werden. Es sei darauf hingewiesen, da bisher nicht 
einmal die grundsitzliche Frage beantwortet werden konnte, ob jeweils 
unter bestimmten Hydrolysenbedingungen ganz bestimmte Stellen des 
Makromolekiils bevorzugt aufgespalten werden und die Hydrolyse damit 
von vornherein in eine bestimmte Richtung gelenkt wird, oder ob nach 
der anderen extremen Seite hin die vorhandenen saureamidartigen 
Bindungen ganz wahllos gespalten werden, so daf vdéllig uniibersicht- 
liche Abbaugemische gebildet werden wiirden und wobei méglicher- 
weise gleich einheitlich Protein-Makromolekiile zu weitgehend vonein- 
ander abweichenden Partialabbaugemischen fiihren kénnten. Es ergibt 
sich ferner die Frage, ob ein Partialabbau z. B. zum Verhaltnis Amino- 
stickstoff: Gesamtstickstoff von 1:4 tatsichlich zu einem Gemisch fihrt, 
welches im wesentlichen Tetrapeptide enthalt, oder lediglich ein Gemisch 
bereits zu Beginn der Hydrolyse abgespaltener freier Aminosaéuren mit 
noch verhiltnisméBig hochmolekularen Peptonen darstellt. Unter- 
suchungen, die Einblicke in diese Verhaltnisse versprechen, sind auf der 
Grundlage der vorangegangenen Mitteilungen’ im Gange. Die nach- 
stehend mitgeteilten Versuchsergebnisse haben uns bereits eine Reihe 
von wertvollen Hinweisen und Ansatzpunkten auch in dieser Richtung 
gegeben. 

Um festzustellen, ob ein zweidimensionales Chromatogramm von 
partiell abgebauter Gelatine bereits irgendwelche Schliisse zulaBt, wurde 


1 J.—VI. Mitt.: diese Z. 286, 102, 118; 287, 1, 8, 15, 109 [1950/51]. 





Bd. 287 (1951) Uber Proteine und deren Abbauprodukte VII 121 


ein ,,1:4-Hydrolysat“ in Phenol 27 und in Butanol iiber 150 Stdn. ent- 
wickelt?. Nach dem Anfarben zog sich ein blaBvioletter, stellenweise 
graugelber Schleier vom Startpunkt in Phenolrichtung bis zur Aus- 
breitungsfront mit Hiaufungsstellen an beiden Enden. Die Butanol- 
entwicklung hatte nur zwei bis drei ,,Flecken“ geringfiigig auswandern 
lassen, von denen der am weitesten gelangte, trotz der fiir 150 Stdn. 
viel zu kleinen zuriickgelegten Strecke, mit groBer Sicherheit als Gly- 
kokoll anzusprechen war. Insgesamt Erscheinungen, die iiberlegungs- 
maBig vorauszusehen waren. Um nachtraglich einen Einblick in die 
Vorginge bei der Fraktionierung mit Aceton zu erhalten, wurden saimt- 
liche Fraktionen des Hydrolysates ,,C“ zweimal in Phenol (Entwicklungs- 
zeit 30 bzw. 140 Stdn.) und zweimal in Butanol (24 bzw. 165 Stdn.) 
chromatographiert. Diese 96 Chromatogramme zeigen, daB die Zer- 
legung mit Aceton einen gewissen, mitunter recht ausgepragten Effekt 
gehabt hat. Auf Grund dieser Versuche wurden die spater naher unter- 
suchten Fraktionen C,;, C., und C,, ausgewahlt. Sie zeigten am klarsten 
mehrere scharf begrenzte Flecken, von denen allerdings einige von Gly- 
kokoll herzuriihren schienen. 

Die Beobachtung dieser Chromatogramme wahrend der Ausbildung 
der Flecken, die sich iiber einen ganzen Tag erstreckte, fiihrte zu der 
Anschauung, daB zwischen den Zonen deutlicher Farbung gewissermaBen 
im ,,Untergrund“ bleibende Substanzen vorhanden sind, die entweder 
in zu geringen Mengen vorliegen oder aus strukturellen Griinden nur 
zégernd mit Ninhydrin reagieren und schnell wieder verblassen. Diese 
von den scharf abgegrenzten kraftig violett gefairbten Flecken nur ,,iiber- 
lagerten‘‘ Substanzen werden natiirlich beim Ausschneiden als uner- 
wiinschte Beimengung mit erfaBt. Wenn sie selbst auch mit Nin- 
hydrin keine sichtbare Reaktion geben, so kénnen ihre Hydrolysen- 
produkte unter Umstanden Verwirrungen hervorrufen. Eine Entschei- 
dung, ob eine in einem Hydrolysat aufgefundene Aminosdure dem be- 
treffenden Polypeptid oder dem Untergrund zuzuordnen ist, kann dann 
nur auf Grund der mengenmaBigen Verhiltnisse getroffen werden. Dazu 
kann die quantitative Auswertung durch Mikrostickstoffbestimmung 
dienen; meistens gab jedoch eine sorgfaltige Beobachtung der sich aus- 
bildenden Flecken bereits sichere Hinweise. Diese ,,nichtzugehérigen 
Aminosauren“‘ gaben nur kleine und schwache Flecken, die erst nach 
der 5- bis 8-fachen Zeit der normalen Ausbildungsdauer auftraten und 
nur durch Erhitzen der Chromatogramme im Trockenschrank auf 100° C 
die iibliche GréBe erreichten. Weiterhin wurden die vom Hg befreiten 
Quecksilberacetatfaillungen chromatographisch tiberpriift (vgl. IT. Mitt.*), 
jedoch blieben diese Chromatogramme wegen der eingetretenen Acety- 
lierung der Polypeptide nach dem Anfiarben vollkommen leer. Nach 
totaler oder partieller Hydrolyse war hingegen keine Behinderung mehr 
vorhanden. Auf Grund von etwa 20 ein- und zweidimensionalen Chro- 


2 Es werden zunichst Untersuchungen an Fraktionen des alkalischen Abbaus 
(Hydrolyse ,,C“‘) beschrieben. 


* 
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matogrammen wurden die in der II. Mitt. angegebenen Befunde er- 


halten. 

Die bei der Zerlegung der Fraktion C,, angewendete Methode ent- 
spricht genau dem bei der Auftrennung des Testgemisches Gly-Leu + 
Ala-2-Gly angewendeten Verfahren. 

1,671 g der als schwach gelbliches hygroskopisches Pulver vorliegenden Frak- 
tion C,, wurden zu 10 ccm gelést. Bei der N-Bestimmung durch; Halbmikro- 
Kjeldahl verbrauchte 1,0 ccm 16,98 ccm n/10-H,SO,; die Lésung enthielt also 
1,440 g Peptidsubstanz (vgl. Tab. 4) und ist etwa 14-prozentig. Die Startpunkte 
der Indikatorstreifen und der Zerlegungsteile von 4 Zerlegungschromatogrammen 
wurden mit je 5 ul dieser Lésung beschickt. Damit gelangten 8 x 15x5x0,144 = 
86,5 mg der Fraktion zur Zerlegung. Die Chromatogramme wurden auf Grund 
der Vorversuche etwa 70 Stdn. mit Phenol entwickelt. Nach Anfarben der_I--und 
K-Streifen wurden die Flecken I, II urid III gemaB Abb. 1 ausgeschnitten. 
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Abb. 1. Zerlegung der Fraktion C,,. 
Beispiel eines ,,schiefgelaufenen Chromatogramms“. 


Beobachtung der Keimpunkte und der Anfangsfarben ergab, daB 
es sich bei Fleck II um Glykokoll handelt. Der geringfigig kleinere 
Ry-Wert findet leicht seine Erklirung in der sehr unterschiedlichen 
Belegung der Startpunkte. Fleck I tauchte bedeutend spater auf und 
hatte weder die charakteristische Firbung noch die Gestalt des Glut- 
aminsaure-Flecks, auBerdem einen etwas héheren R,;-Wert. Fleck III 
kam noch spiter zum Vorschein, was zusammen mit dem kleineren 
Ry-Wert dafiir sprach, daB er nicht von Alanin herriihrt. Neben diesen 
drei Flecken war noch kurze Zeit ein vierter vorhanden, Ry etwa 0,20, 
der, klein und schwach, jedoch scharf begrenzt, gelb herauskam und 
nach Grauwerden bald verblaBte. Ein gleichartiger Fleck, oberhalb der 
Glutaminsaure gelegen, war deutlicher in der Fraktion C,, beobachtet 
worden. Er wurde aus diesem Grunde nicht hier bei C,, ausgeschnitten 
und untersucht. 

Nach Auswaschen, Abdampfen und Wiegen wurde Substanz I 
in 600, II in 800 und III in 400 1 Wasser gelést. Die zahlenmaBigen 





Bd. 287 (1951) Uber Proteine und deren Abbauprodukte VII 123 


Ergebnisse der Zerlegung gibt Tab. 1. In der vorletzten Spalte ist der 
auf Grund bisheriger Erfahrungen, der Ausschneidefehler usw. geschitzte 
Anteil in der Fraktion C,, angegeben. 


Tab. 1. Zerlegung der Fraktion C,;. Angewendet 86,5 mg der Fraktion mit 
14,3 mg Stickstoff. 





o/ N- Ausgewaschen mg | Ausbeute von 7 
Ergebnis Geh. Trock.- | Stick- | ,,Pep- Cis Geh. | RrPh 
Rickst.| stoff | tid“ N |Subst. 


Glu-Gly 7,4 |0,190| 1,38 | 1,3°/, | 1,69/, 0,24 
Gly 9,5 | 0,482] 2,58 | 3,49/, | 3,0°/, 0,30 
Ala-Gly 2 | 4,1 | 0,185] 0,96 | 1,3°/, | 1,1° 4 iy | 0,48 























Analyse von ,,Fleck I“ 

Mit Hilfe des Faktors aus Tab. 4 der I. Mitt. berechnete sich aus den aus- 
gewaschenen 0,190 mg N die Menge Peptidsubstanz zunachst zu 1,14 mg. Davon 
wurden gem&8 den Vorschriften bei den Testanalysen (vgl. VI. Mitt.) 250 y (132 ul 
der Lésung) fiir drei TH-, 105 y fiir drei P- und je 100 y fiir ein Des- und ein DNP- 
Chromatogramm verwendet. Die in Phenol entwickelten Streifen bilden das linke 
Drittel der Abb. 2. Die Substanz ,,Fleck I‘‘ erweist sich in Ph als einheitlich, 
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Abb. 2. Analyse von Fleck I. Glutaminylglycin. 


RrPh = 0,24; ebenso in den anderen Medien (nicht abgebildet, RrBu = 0,02; 
RrPA = 0,03), vgl. die Streifen ,,P“*. Bei der Hydrolyse bildet sie Glutaminsaiure 
und Glykokoll, auBeriem ist eine sehr geringe Menge Alanin vorhanden, vgl. die 
Streifen TH. Auch in Bu und PA ist dasselbe zu beobachten. Durch Desaminierung 
verschwindet die Glutaminsaure vollstindig, wahrend Glykokoll erhalten bleibt 
und die geringe Menge Alanin noch etwas geschwacht wird, vgl. die Streifen Des. 
Das DNP-Derivat hingegen ist hier nicht zu identifizieren. Es ist weder DNP-Glu, 
diese sitzt nimlich unmittelbar unter Glu, vgl. die Kontrolle ganz rechts in Abb. 2, 
noch DNP-Gly oder DNP-Ala, vgl. Abb. 5. Dieses DNP-Derivat hier hat namlich 
genau den gleichen Rr-Wert in Phenol wie Alanin. Die wahrscheinlichste Er- 
klarung diirfte darin zu suchen sein, da8 in diesem Fall ausnahmsweise das DNP- 





124 Kurt Heyns, Gerhard Anders und Erich Becker, Bd. 287 (1951) 


Peptid der Hydrolyse einen gréBeren Widerstand entgegensetzt und dann den 
Platz mit RrPh = 0,50 einnimmt. Obwohl aus den beschriebenen Chromato- 
grammen bereits mit Sicherheit hervorgeht, dab die Substanz ,,Fleck I‘‘ Glutaminy]- 
glycin ist, wurden die Ph-Chromatogramme mit halbem Substanzeinsatz zusammen 
mit der quantitativen Zerlegung des Totalhydrolysates wiederholt. Neben dem 
erwahnten Ala-Fleck waren namlich zeitweilig noch schwache Asp-Flecken auf 
TH-, Des- und DNP-Streifen zu erkennen, die spit auftauchten und bald wieder 
verschwanden. Uber die Zugehirigkeit dieser ,,Fremdflecken“ zu einer im ,,Unter- 
grund“ vorhandenen Substanz sollte die Wiederholung entscheiden. 

Mit Hilfe des Stickstoffgehaltes von Glu-Gly (13,7°%) lieB sich jetzt die in 
der Lésung vorhandene Menge Substanz genauer berechnen. Sie betragt 1,38 mg. 
Fiir die 12 Startpunkte des quantitativen Totalhydrolysates (2 auf den Indikator- 
streifen und 10 auf dem Zerlegungsteil) wurden 300 y Substanz, die in 131 yl 
Lésung enthalten sind, angesetzt. Fiir Des- und DNP-Streifen je 50 y und fiir den 
P-Streifen wieder 35 y verwendet. AuBerdem wurde neben dem DNP-Chromato- 
gramm zur Kontrolle ein Streifen mit Glu und DNP-Glu entwickelt. 

Wie aus dem rechten Teil der Abb. 2 hervorgeht, werden die schon erhaltenen 
Ergebnisse bestatigt. Asp taucht nicht wieder auf, Ala war hingegen noch vor- 
handen und wurde sicherheitshalber zur quantitativen Auswertung mit heran- 
gezogen. Um eine bessere Trennung zwischen Glu und Gly zu erreichen, wurden 
letztere Chromatogramme etwas langer entwickelt. Die Resultate der quantitativen 
Auswertung sind in der Tab. 2 wiedergegeben. Nach allen bisherigen Erfahrungen 


Tab. 2. Quantitative Analyse der Totalhydrolysate der aus der Fraktion C,, 
. isolierten ,,Flecke‘‘ I und III. 
Fleck I. Fleck III. 


Angesetzt: 300; davon gelangen 10/12 | Angesetzt: 400; davon gelangen 10/12 
mit 34,3y N zur Auswertung. mit 64,0 y N zur Auswertung. 

Gly: Bestimmung miBSlungen Gly: 24,4 y N gef. 

Glu: 12,5 y N gef. Ala: 21,3 y N gef. Summe: 45,7 y N = 

Ala: zu kleine Menge, nicht erfaBbar 71% 

Verhaltnis Ala: Gly = 1:1,15. 


ist mit den fiir Glu gefundenen 12,5 y N die Halfte des eingesetzten Stickstoffs 
erfaBt. Die Bestimmung des im Ala enthaltenen Stickstoffs ergab einen Wert in 
der Nahe des Blindwertes, der im Zusammenhang mit den bei den Versuchen mit 
,,Leerstreifen“‘ gemachten Erfahrungen eine nicht erfaBbare, mit Glu und Gly in 
keinem Verhialtnis stehenden Menge anzeigt. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Der Fleck mit dem 
Rr = 0,24 (Ph) in der Fraktion C,, ist Glutaminyl-glycin. Er ist vielleicht 
iiberlagert von einer sehr geringen Menge Glutaminyl-alanin. 


Analyse von ,,Fleck II“ 


Der Gehalt der erhaltenen Lésung wurde zunichst zu 2,89 mg Peptid er- 
rechnet und mit ihr die gleichen Manipulationen durchgefiihrt, wie bei den Test- 
analysen und Fleck I. Die erhaltenen Ph-Chromatogramme sind in der linken 
Halfte der Abb. 3 wiedergegeben. Da das Ergebnis eindeutig Glykokoll ist, somit 
die angewendeten Mengen auf jeweils nur einen Fleck entfallen, sind auch hier 
die Ansatze zu hoch gegriffen. Deshalb wurden die Ph-Chromatogramme mit 
kleineren Mengen wiederholt, vgl. die rechte Halfte der Abb. 3. Die in Bu und PA 
entwickelten P-, TH- sowie K-Streifen ergaben denselben Befund (RrBu = 0,03; 
RrPA = 0,05). 

Links in der Abb. 3 auf dem P-Streifen 35 y der Substanz. Daneben (TH) 
80 y nach Hydrolyse, rechts vom K-Streifen 100 y desaminiert (Des), aber noch 
nicht ganz verschwunden, und daneben eindeutig DNP-Gly, wie die ganz rechts 
befindliche mit Gly, Ala und DNP-Gly beschickte Kontrolle beweist. Auf der 
rechten Hialfte das gleiche Ergebnis mit geringerem Substanzeinsatz, hier wurde 
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Abb. 3. Analyse von Fleck II. Glykokoll. 


10 Min. linger desaminiert, daher ist Gly auf dem Des-Streifen gianzlich ver- 


schwunden. 
Zusammenfassendes Ergebnis: Fleck II mit RrPh = 0,30 in der Frak- 


tion C,, ist Glykokoll, vielleicht iiberlagert von Glycyl-glutaminsaure. 


Analyse von ,,Fleck III* 


Die eingeschlagene Arbeitsweise gleicht der bei Fleck I angewendeten véllig. 
Ebenso entspricht Abb. 4 in jeder Hinsicht der Abb. 2. Die isolierte Menge Sub- 
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Abb. 4. Analyse von Fleck III. Alanylglycin. 
Hopp-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 287 
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stanz wurde zunachst mit 1,11 mg berechnet. Dieser Wert 
if wurde nach dem Ergebnis der mit groBen Substanzmengen 
beschickten Chromatogramme auf 0,96 mg verbessert. 

Die auf den P-Streifen entwickelte Peptidsubstanz er- 
wies sich in allen Medien als einheitlich, leider ist sie ge- 
rade in Phenol etwas weiter gelaufen als Ala auf den 
starker besetzten Nachbarstreifen, wahrscheinlich liegen 
hier Verzégerungseffekte vor, vgl. Abb. 4 (RrPH = 0,48; 
RrBu = 0,04; RrPA = 0,06). Alle schwachen Flecken 
auf dem linken Chromatogrammen sind nach Halbieren 
des Substanzeinsatzes verschwunden. Bemerkenswert ist 
Ala dabei, daB auf dem Des-Streifen neben Gly auch Asp 
("\ erscheint, was auf den benachbarten Chromatogrammen 








= eet OP ee es) ok see le P 


nicht der Fall ist. Das DNP-Derivat ist eindeutig DNP- 
Ala; DNP-Gly sitzt weit héher, vgl. Abb. 5. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden: 
Der Fleck mit RrPh = 0,48 in der Fraktion C,, ist Ala- 
nyl-glycin. 














when Abb. 5. Ph-Chromatogramme der DNP-Derivate von 
Glutaminsaure, Alanin und Glykokoll. 





Isolierung und Analyse von,,Fleck IV“ aus Fraktion Cy 
Das Bild der Fraktion C,, (N-Verhaltnis gema8 Formeltitration 1:3,4; nach 
van Slyke 1:5,7) -auf den Indikatorstreifen der Zerlegungschromatogramme 
gleicht véllig dem von C,3. Der oberhalb von Fleck I gelegene Fleck IV ist etwas 
kraftiger; der dem Fleck II entsprechende scheint den Beobachtungen beim An- 
farben nach wieder Glykokoll zu sein, ebenso kénnten die beiden iibrigen auch 
in ihrer analytischen Zusammensetzung den Substanzen I und III aus C,; ent- 




















sprechen, woriiber jedoch keine Untersuchungen angestellt wurden. 
1,732 g der Fraktion C,, wurden zu 10 ccm gelést. Bei der Stickstoffbestim- 
mung verbraucht 1,0 ccm 17,01 ccm n/10-H,SO,, woraus sich der Gehalt der Lésung 
zu 1,442 g Peptidsubstanz ergibt. Die Start- 
: unkte wurden mit je 5 ul beschickt, womit 
P Ph TH\PAIK 4 Ph\Des| PrN PH 1H x 15x5x0,1442 = 86,7 mg zur Anwen- 
dung gelangten. Die Zerlegungschromato- 
DNP- gramme wurden 38 Stdn. mit Phenol ent- 
Wk) | | |_ 4! — wickelt, der Fleck IV mit RyPh = 0,21 her- 
Foe om ausgetrennt, die Streifen, wie iiblich, 1 Stde. 
Gy (-) Q im Vakuumtrockenschrank bei 80° C be- 
Gly handelt, ausgewaschen und der Riickstand 
schlieBlich in 300 ul Wasser wieder aufge- 
rs r lést. Bei der Mikrostickstoffbestimmung 
* Apb@ verbrauchten 35 ul 6,3 ul n/10-KOH, das 
entspricht 92 y N in der Gesamtmenge und 

G vorlaufig 556 y Peptid. 

§ Die geringe isolierte Menge reichte nur 


aus, um das vorerst ndétigste analytische 
Chromatogramm (mit iiblichem groBen Sub- 
stanzeinsatz und Ph-Entwicklung) zu be- 
schicken. Fiir TH-, Des- und DNP-Streifen 
der Abb. 6 wurden je 100 y (54 yl) angesetzt, 
fiir den P-Streifen 40 y. e pe gee zeigt 
das noch gelb-graue Peptid nac 
Abb. 6. Analyse von Fleck IV. = Asp und Gly, sors giilianels Diidilgtdiien 
Glycyl-asparaginsaure. von Glu und Ala, durch Desaminierung ver- 
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schwindet’ Gly (und auch Glu) und DNP-Derivatbildung la8t eindeutig DNP- 
Gly entstehen, neben geringen Mengen DNP-Glu, wahrend die freie Glutamin- 
siure véllig verschwindet. Hauptbestandteil diirfte Gly-Asp sein, neben kleinen 
Mengen freier Glu (Glu reagiert bereits in Betragen unter 1 y) und irgendwie ge- 
bundenem Ala (evtl. als Asp-Ala, da es nach Desaminierung erhalten bleibt). 
Weitere Untersuchungen wurden nicht durchgefiihrt. Bei der Kleinheit der 
isolierbaren Menge auf die GréBe der ausgewaschenen Papierflache bezogen (um 
z. B. 2 mg der Substanz IV zu erhalten, miiBten 32 Streifen normaler Art an- 
gewendet werden), verlieren die Stickstoffwerte ihre Realitét. Auch die zunachst 
errechneten 556 y sind sicherlich zu hoch, denn von den 92 y N entstammt ein er- 
heblicher Teil der im Papier vorhandenen ,,Schmutz‘‘-Substanz. Auch die erhal- 
tenen Flecken deuten auf geringere als die errechnete Substanzmenge hin. Die 
Beteiligung des Peptides an dem die Fraktion C,, bildenden Gemisch diirfte 
héchstens 2° betragen. 

Zusammenfassendes Ergebnis: In dem Fleck mit RrPH = 0,21 in 
der Fraktion C,,, der die fiir Glycyl-Peptide charakteristische Farbentwicklung 
durchmacht, ist die Struktur Glycyl-asparaginsaure vorhanden. 

Wiahrend die bisher untersuchten Fraktionen C,, und C,, in der 
Abb. 1 der II. Mitt.1 nach rechts herausragen, d.h. sie enthalten vor 
allem niedrigere Polypeptide (beide haben ein N-Verhiltnis gemaB 
Formoltitration von 1:3,4), wird mit C,, das schwierigere Gebiet hoherer 
Polypeptide betreten (N-Verhialtnis 1:4,5). 

-In der iiblichen Weise wurden vier Zerlegungschromatogramme mit 
der Lésung von etwa 1,7 g der Fraktion in 10 ccm beschickt. Nach 
44-stdg. Phenolentwicklung und Anfarben der I- und K-Streifen bot 
sich das in der Abb. 7 wiedergegebene Bild. Die Beobachtung der Flecken 
wihrend ihres Auftretens ergab folgendes: 
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Abb. 7. Zerlegung der Fraktion C,,. 


Der oberste Fleck, ein schwaches Rotviolett, wird anscheinend 
durch eine unbekannte Substanz hervorgerufen, er ist auch in Gelatine- 
9* 
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Totalhydrolysaten zu erkennen, die zweidimensional entwickelt wurden. 
Der nichste kénnte seiner Lage nach wieder Glu-Gly sein. Das Ver- 
halten des dritten Flecks spricht wieder sehr fiir Glykokoll, wenigstens 
seiner Anfangsfarbe nach. Auch den nichsten Fleck kénnte man allen 
Beobachtungen nach als das bereits bekannte Ala-Gly ansprechen. Er 
wurde als ,,Fleck V“ ausgeschnitten und untersucht. Der unterste Fleck 
war nur etwa 6—8 Stdn. als grau- bis orangebrauner Schimmer zu er- 
kennen, es muBte sich um eine mit Ninhydrin nicht oder kaum rea- 
gierende Substanz handeln. Sie wurde ausgeschnitten als ,,Fleck VI‘ 
und in einer Menge von 3,05 mg isoliert, der weitaus héchsten Ausbeute 
bei diesen Untersuchungen. 

Von Fleck V wurden 912 y erhalten, wobei betont werden muB, 
daB hier nicht quantitativ gearbeitet wurde (vgl. auch das Ausschneiden 
in Abb. 7), da zunachst nur eine Bestatigung der Identitaét mit Fleck III 


gesucht wurde. 


Untersuchung von ,,Fleck V“ 

Die erhaltene Substanz wurde in 300 ul Wasser gelést und mit ihr zunachst 
nur Analysenchromatogramme beschickt, die unter ,,groBem Substanzoinsata 
in Phenol und PA entwickelt wurden. In ‘der bekannten, mehrfach beschriebenen 
Weise gelangten fiir ,,P“‘ je 40-y, fiir,,TH“ je 100 y, ebenso fiir ,,Des“‘ und ,, DNP“ 
100 y zur Anwendung. Da zunachst vermutet wurde, es handele sich bei der Sub- 
stanz um Ala-Gly, wurde gleich ein Chromatogramm mitentwickelt, das zur Kon- 
trolle mit DNP-Ala beschickt war. 

Das Ergebnis dieser papierchromatographischen Analyse vermittelt Abb. 8. 
Die Substanz erwies sich in beiden Medien als einheitlich; RrPh = 0,46; RrPA = 
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Abb. 8. Analyse von Fleck V. Alanyl-glycyl-glutaminsiure oder (und) Alanyl- 
glutaminyl-glycin. 


0,09. Die Totalhydrolyse ergibt eindeutig als konstituierende Aminosauren. Glu, 
Gly und Ala. Bei der:Desaminierung verschwindet Ala fast vollstaéndig und das 
hydrolysierte DNP-Derivat. enthalt eindeutig DNP-Ala. Die Chromatogramme: 
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der Abb. 8 stellen einen beweiskraftigen Befund dar. Es erwachst hier die Aufgabe, 
die weitere Verkettung innerhalb des Molekiils dieses Tripeptides festzustellen. 
Die Untersuchungen wurden jedoch vorliufig aus schon erwahnten und noch zu 
erlauternden Griinden eingestellt. 

Der violette Fleck mit RrPh = 0,46 und RrPA = 0,09, in Fraktion C,, ist 
Alanyl-glycyl-glutaminsaure oder Alanyl-glutaminyl-glycin, vielleicht auch 
ein Gemisch von beiden. 


Untersuchung von ,,Fleck VI“ 

Die ausgewaschenen 7,8 mg Trockensubstanz wurden in 500 ul Wasser gelést. 
Bei der Mikrostickstoffbestimmung entsprachen 301 bei der Titration 21,8 ul 
n/10-KOH, das ergibt 509 y N in der Gesamtmenge oder 3,0 mg Peptid mit Hilfe 
des Naherungsfaktors der Tab. 4 der I. Mitt. berechnet. 

Mit der Substanz wurden genau dieselben Operationen vorgenommen, wie bei 
Fleck V beschrieben. Neben dem DNP-Streifen wurden jedoch DNP-Gly (nebst 
Glu, Gly und Ala entwickelt, da wegen des eigentiimlichen Verhaltens der Sub- 
stanz beim Anfarben der Indikatorstreifen der Zerlegungschromatogramme zu- 
nachst ein Glycyirest mit freier Aminogruppe erwartet werden konnte. 

Die Abb. 9 zeigt auf dem P-Streifen die Substanz mit dem bereits beschriebenen 
farbmaBigen Verhalten. Sie ist gegeniiber Phenol einheitlich, 14Bt jedoch in PA 
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Abb. 9. Analysenchromatogramm von Fleck VI. 


eine kleine Menge auf dem Startpunkt zuriick. Die Totalhydrolyse zeigt Glu, Gly, 
Ala (geringe Mengen) und Oxyprolin (leicht erkenntlich an seiner charakteristischen 
orangegelben Farbung) als Bestandteile an. Durch Desaminierung wird Ala weit- 
gehend geschwacht; auf dem DNP-Streifen zeigt sich wahrscheinlich DNP-Ala 
(auf der Abb. mit DNP-? bezeichnet). Die iiberall vorhandene Asp ist in so ge- 
ringer, zu den anderen Substanzen in keinem sinnvollen Verhaltnis stehenden 
Mengen vorhanden (auBer vielleicht zu Ala), daB sie als nicht zugehérig betrachtet 
werden mu8 (Asp ist eine nach dem Anfarben zwar relativ spit auftauchende, 
jedoch sehr empfindlich ansprechende Substanz). 


Gegen das als ,,End‘‘-Aminoséure anzunehmende Ala spricht neben der zu 
kleinen Menge vor allem die Farbe der isolierten Substanz. Da zu einer endgiiltigen 
Klarung der im Fleck VI vorliegenden Verhiltnisse langwierige Untersuchungen 
notig sind, wurde die Bearbeitung vorerst mit folgendem Ergebnis abgeschlossen: 
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Der Fleck mit RrPh = 0,68 und RrPA = 0,06 (bzw. 0,00?) in Fraktion C,, 
enthalt die Reste von Glu, Gly, Ala und Oxp; Alanin und Oxyprolin tragen 
wahrscheinlich freie NH,- bzw. NH-Gruppen. 


Untersuchungen einzelner Fraktionen aus der sauren 
Partialhydrolyse 

Die Vorfraktionierung mit Aceton und Methanol hatte zu Frak- 
tionen gefiihrt, die in der erhaltenen Reihenfolge ein beachtenswertes 
Ansteigen der Drehungswerte zeigte, was entweder durch mengenmaBige 
Verschiebungen der einzelnen Bestandteile oder durch eine Aufteilung 
in qualitativer Hinsicht verursacht sein konnte. Es war daher not- 
wendig, von jeder Fraktion mindestens ein eindimensionales Phenol- 
Chromatogramm anzufertigen. Dabei ergaben sich insgesamt 6 Flecken, 
wobei Uberlagerungen mehrerer Bestandteile anzunehmen sind, da nach 

—2 Wochen die Flecken in einem blauvioletten Band, das sich tiber das 
ganze Chromatogramm zog, nahezu aufgingen. Diese 6 Flecken stellten 
offenbar nur die am stiarksten vertretenen Abbauprodukte dar, so daB 
das Nichterscheinen eines Flecks in einer Fraktion aus Griinden der 
Konzentration noch kein Beweis fiir die véllige Abwesenheit des be- 
treffenden Abbauproduktes ist. 

Der erste Fleck mit Ry = 0,06 war nur in Frakt. 19 vorhanden. 
Der zweite Fleck (Ry = 0,12) zeigte sich in den Frakt. 19—29 und 31; 
der dritte (Ry = 0,17) in den Frakt. 19—36 und 38; der vierte (Ry = 0,28) 
war nur auBerst schwach sichtbar, und zwar in den Frakt. 21, 22, 25, 26, 
28, 30 und 31; der fiinfte (Ry = 0,35) zog sich durch alle Fraktionen 
hindurch, wahrend der sechste Fleck (Ry = 0,50) nur in den Frakt. 22, 
25 —28, 30, 32, 34, 37, 38, 40—42 auftrat. Weiter zeigte sich wenig ober- 
halb der Flissigkeitsfront eine Zusammenballung mehrerer Abbaupro- 
dukte, deren Ry-Bestimmung nicht méglich war, da der Fleck erhebliche 
AusmaBe hatte. Ein Vergleich der Ry-Werte mit den mittels Kontroll- 
mischungen erhaltenen Werten zeigte die bekannten, durch gegensei- 
tige Beeinflussung hervorgerufenen Unterschiede. Kontrollversuche mit 
n-Butanol ergaben den erwarteten entgegengesetzten Effekt: eine 
gréBere Anzahl der Abbauprodukte verblieb in der Nahe des Auftropf- 
punktes, wihrend die Ry-Werte der schneller laufenden Aminosauren 
und Polypeptide bestimmbar waren. 

Die Ry-Bestimmungen ergaben in der Fraktion 41: 


n-Butanol Phenol 
1. Fleck 0,06 0,34 
2. Fleck 0,10 0,50 
3. Fleck 0,13 0 
> neg Hoon } nicht bestimmbar 
Der letzte Fleck in n-Butanol erschien erst einen Tag spater. Die 
ersten beiden Flecken wurden aus dem Phenol-Chromatogramm identifi- 
ziert, wihrend bei den weiteren n-Butanol herangezogen werden muBte. 
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Analyse von Fleck 1 
Totalhydrolyse, Desaminierung, Versuche mit Zimmermanns Reagens (Phthal- 
dialdehyd) ergaben, daB es sich-nur um Glykokoll handeln konnte. Vergleichs- 
versuche mit dem entsprechenden Fleck der Fraktionen 30, 32 und 42 verliefen 
analog; trotz der Vorfraktionierung mit Aceton und Methanol trat das freie Gly- 
kokoll in allen Fraktionen auf. 


Analyse von Fleck 2 

1. Totalhydrolyse: Sowohl in Phenol als auch in n-Butanol zeigten sich die 
Flecken von Glykokoll und Alanin; da der urspriingliche Fleck violett erschien, 
schied die Méglichkeit eines Glycylpeptides aus. 

2. Desaminierung: Nach anschlieBender Totalhydrolyse erschienen hier gleich- 
falls Glykokoll und Alanin. Das Vorhandensein von mehreren Alaninbausteinen 
im Polypeptidverband erschien wahrscheinlich. 

3. Kupplung mit Dinitrofluorbenzol: Die Kupplung mit DNF ergab, daB 
Glykokoll und Alanin in ungefahr gleichem AusmaBe nach der Totalhydrolyse er- 
schienen, walirend bei dem Rr-Wert 0,76 in Phenol eine gelbe DNP-Verbindung 
erkennbar war. Ein Kontrollversuch zeigte, daB es sich um die entsprechende 
Alaninverbindung handelte. 

4. Partielle Hydrolyse: Eine wie iiblich ausgewaschene und eingedampfte 
Menge ergab nach 1-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur mit 6-n.HCl und 
vorsichtigem Abdampfen im Chromatogramm neben Glykokoll einen Fleck mit 
Rr = 0,56, der nach Kontrollversuchen auf Alanyl-alanin hinwies. 

Es lag offenbar Alanyl-alanyl-glycin vor. 


Analyse von Fleck 3—5 

Die weiteren Flecken wurden aus dem n-Butanol-Chromatogramm (Laufzeit 
50 Stdn.) isoliert und auf qualitative Aminosiurezusammensetzung untersucht. 
Die Totalhydrolyse von Fleck 3 ergab Glykokoll, Alanin, Leucin, Lysin und Prolin, 
bei Fleck 4 Glykokoll, Alanin, Leucin und Lysin und bei Fleck 5 Glykokoll, Alanin 
und Leucin. 

Die Bearbeitung von ,,1:4-Hydrolysaten“ hat uns bereits eine 
Reihe von Einsichten in das Verhalten und in die Zusammensetzung 
derartiger partieller Abbaugemische vermittelt, ganz abgesehen von 
einzelnen mit der angewendeten Methodik abgetrennten und in ihrer 
Zusammensetzung aufgeklirten Polypeptiden. Es kann keinem Zweifel 
unterliegen, daB die Papierchromatographie allein es nicht erméglicht, 
Partialabbaugemische hinreichend zu trennen. Die Vielzahl der vor- 
liegenden, sich stark ahnelnden Substanzen in derartigen Gemischen, 
die anteilmaBig zudem voneinander betrachtlich abweichen diirften, 
mu8 eine derartig verwickelte gegenseitige Beeinflussung in den Rry- 
Werten zur Folge haben, da8B eine eindeutig ausreichende chromato- 
graphische Zerlegung nicht eintreten kann. Es kommt hinzu, daB bei 
hoheren Gliedern eine sehr schwache Ninhydrin-Reaktion, die nur sehr 
zogernd zustande kommt, auftritt, sowie die Tatsache, daB die Polypep- 
tide mit steigender Gliederzahl in Phenol immer weniger hinter der Aus- 
breitungsfront zuriickbleiben, schlieBlich jedoch auf dem Startpunkt 
sitzen bleiben. Auch in Butanol und Pyridin-Amylalkohol héren die Ent- 
wicklungsmoglichkeiten rasch auf und es ergibt sich daraus, daB eine 
Vorfraktionierung des Abbaugemisches unbedingt erforderlich ist und 
zwar entweder in der Art einer Auftrennung durch Fallungsmittel, durch 
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die planmaéBige Anwendung von Ionenaustauschern oder von Vertei- 
lungsverfahren, wie sie im AnschluB an die grundlegenden Vorarbeiten 
von Jantzen, insbesondere von Craig, entwickelt worden sind. 
Méglicherweise wird man zwischen Acetonfraktionierung und Papier- 
chromatographie ein derartiges Trennungsverfahren einschalten, schon 
um von den praktisch unbegrenzt groBen Substanzmengen, die durch 
Fraktionierung erhialtlich sind, zu den Mikrobetrigen der Papier- 
chromatographie eine organische Uberleitung zu finden. Uberdies scheint 
es empfehlenswert, eine Verteilungschromatographie an Starkeséulen 
oder Diaphragmen-Materialien sowie gegebenenfalls die Heraustrennung 
bestimmter Gruppierungen aus den Gemischen mit Hilfe von Ionen- 
austauschern jeweils am geeigneten Ort einzusetzen. Daf’ das gesamte 
Verfahren der Auftrennung von Partialgemischen sowie deren Charak- 
terisierung und Identifizierung, damit recht verwickelt wird und die 
Anwendung eines Schemas kaum mehr gestattet, braucht nicht mehr 
betont zu werden, zumal die verschiedene Bausteinverteilung in den 
Proteinen zu Abbaugemischen mit weitgehend voneinander abweichen- 
den Eigenschaften fiihrt. Nimmt man noch das Verfahren der elektro- 
phoretischen Trennungsméglichkeit hinzu, so ergibt sich fiir dieses 
Forschungsgebiet die Tatsache, daB eine ganze Reihe von sorgfaltig 
studierten und an Spezialproblemen mit gutem Erfolg einsetzbaren 
Methoden zur Verfiigung stehen, daB jedoch vorliufig noch kenn- 
zeichnend fir den Stand der Methodik zur Aufklarung von Partial- 
abbaugemischen ist, daB alle diese Verfahren je nach dem vorliegenden 
Produkt und dessen Zustand in einer geeigneten Kombination eingesetzt 
werden miissen, die vielerlei Spezialerfahrung und apparative Einrich- 
tungen erfordert, daB aber keinesfalls eine schematische und mit im 
Voraus gesichertem Erfolg zu handhabende umfassende Methodik zur 
Verfiigung steht. Diese Tatsache hemmt auch weiterhin die Gruppierung 
der Proteine (z. B. in lange Fadenmolekiile, mehr oder weniger ver- 
zweigte Ketten, an bestimmter Stelle vernetzte Gebilde), wie es in der 
Kohlenhydratchemie mit den Grundtypen der Cellulose, des Stiarke- 
Amylopektins und des Glykogens durch Aufklirung der Konstitution 
von auf chemischem oder enzymatischem Wege erhaltenen Abbau- 
produkten der Fall sein konnte. Fragen, die mit der speziellen Struktur- 
vorstellung der Gelatine und des Kollagens im Zusammenhang stehen, 
sollen an anderer Stelle erértert werden. 


Zusammenfassung 


Aufbauend auf die in den vorangegangenen Mitteilungen? geschil- 
derten Untersuchungen wurde mit Hilfe eines einheitlichen Arbeits- 
ganges (vgl. VI. Mitt.) — neben der Anwesenheit von freiem Glykokoll 


3 Vgl. auch die Apparatur von N. Grubhofer, Chemie-Ingenieur-Technik 
22, 209 [1950]; F. Weygand, ebenda 213 [1950]; R. Tschesche u. H. B. Konig, 
ebenda 214 [1950]. 
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im partiellen alkalischen und sauren Hydrolysat — das Vorhandensein 
folgender Strukturen in der Gelatine aus dem partiellen alkalischen 
Abbau ermittelt: Glutaminyl-glycin, Alanyl-glycin, Glycyl-asparagin- 
siure sowie Alanyl-glycyl-glutaminsiure oder Alanyl-glutaminyl-glycin. 

Der partielle saure Abbau ergab das Vorliegen von Alanyl-alanyl- 
glycin sowie von Polypeptiden aus Glykokoll, Alanin, Leucin, Lysin, 
Prolin, sowie aus Glykokoll, Alanin, Leucin, Lysin und aus Glykokoll, 
Alanin, Leucin. 


Uber die Ausscheidung von p-Oxyphenylbrenztraubensadure, Brenz- 

traubensdure, Phenol und Acetessigsdure im Harn nach Verab- 

reichung von p-Oxyphenylbrenztraubensaure an Gesunde und 
Leberkranke 


Von 
K, Felix, G. Leonhardi und I, v. Glasenapp 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. Main 
Ausgefihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1950) 


Kiirzlich haben wir eine neue Methode beschrieben, mit der man 
p-Oxyphenylbrenztraubensiure (p-Opbs) spezifisch nachweisen und 
quantitativ aus dem Harn abtrennen kann?. In der Zwischenzeit haben 
wir bei gesunden und leberkranken Versuchspersonen die Ergebnisse 
dieser Methode mit denen der Millon-Reaktion im Rahmen der Leber- 
funktionsprobe mit p-Opbs? verglichen und gepriift, ob die Zunahme 
der Millon-Substanzen, die nach Belastung mit p-Opbs auftritt, durch 
diese Ketosaure bedingt ist. 

Schon der normale Harn enthalt Verbindungen, die die Millonsche 
Reaktion geben, wie z. B. Phenol, p-Kresol, p-Oxyphenylessigsiure, 
p-Oxyphenylmilchsaure, Tyrosin u. a.*, deren Menge mit dem EinfluB 
der Nahrung und dem Grad der Darmfaulnis zwischen 26 und 1000 mg 
(berechnet als p-Opbs) im 24-Stdn.-Harn schwankt?. In unseren neuen 
Versuchen lagen die Werte zwischen 85 und 416 mg. Es bestand jedoch 
keine Beziehung zwischen Art und Schwere der Erkrankung einerseits 
und der Intensitat der Millonschen Reaktion andererseits. Das einzelne 
Individuum scheint dagegen einen relativ konstanten Millon-Wert ein- 
zuhalten. Abb. 1 zeigt den Verlauf der Millon-Reaktion bei einer ge- 
sunden Versuchsperson und einem Patienten mit Lebercirrhose wihrend 
8 bzw. 7 Tagen (wieder ausgedriickt in mg p-Opbs). 


1 G. Leonhardi, I. v. Glasenapp u. K. Felix, diese Z. 286, 19 [1950]. 
* K. Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 173 [1941]. 
3H. Engeland, Miinch. med. Wschr. 78, 1165 [1908]. 
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Belasteten wir gesunde und leberkranke Versuchspersonen mit 2 g 
p-Opbs, so stiegen die Millon-Werte im Harn gegeniiber den Vortagen 
stets an und betrugen 8,7—35,6% der eingegebenen p-Opbs-Menge. 
Dabei bestatigte sich wieder, daB8 in der Regel um so mehr Millon-Sub- 
stanzen ausgeschieden wurden, je schwerer die Leber geschidigt war. 
Auch in diesen Versuchen lag die Grenze zwischen normaler und patho- 
logischer Mehrausscheidung bei 10—15°%, der eingegebenen 2 g p-Opbs 
und die héchsten Werte wurden wieder bei Patienten mit Lebercirrhose 
gefunden®*5, Ferner schieden Patienten mit chronischen Eiterungen 
ebenfalls mehr Millon-Substanzen nach Belastung aus®. 
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Abb. 1. Verlauf der Millon-Reaktion bei einer gesunden Versuchsperson (—) und 

bei einem Patienten mit Lebercirrhose (— — —). Die Ordinate gibt mg Millon- 

Substanzen an, bezogen auf p-Oxyphenylbrenztraubensaéure, in der 24-Stdn.- 
Harnmenge. 


Mit der neuen Methode konnte weder bei gesunden noch in der Regel 
bei leberkranken Versuchspersonen p-Opbs im Harn nachgewiesen 
werden. Zwei gesunde Versuchspersonen schieden auch nach Belastung 
keine p-Opbs aus. Leberkranke verhielten sich dagegen bei der Be- 
lastung verschieden: Bei vier Hepatitis-Patienten stiegen zwar die 
Millon-Substanzen auf pathologische Werte an, es konnte aber keine 
p-Opbs nachgewiesen werden. Bei sechs Patienten mit Lebercirrhose 
enthielt der Harn am Belastungstag dagegen 81—520 mg p-Opbs bei 
213—640 mg Millon-Substanzen. In zwei Fallen wurden trotz schwerer 
Lebercirrhose nur wenig p-Opbs und Millon-Substanzen ausgeschieden. 
Bei diesen Patienten bestand eine hochgradige Oligurie sowie eine 
Anaciditét des Magensaftes. Vielleicht erkliren diese Umstinde, warum 
die Patienten von dem iiblichen Verhalten der Cirrhotiker abwichen. 
Auch zwei Patienten mit chronischen Eiterungen schieden am Be- 
lastungstag 2 bzw. 7,5 mg p-Opbs wieder aus. Vermutlich hatte sich 
bei ihnen eine klinisch noch nicht manifeste Cirrhose entwickelt. 

4 K. Felix, diese Z. 281, 36 [1944]. 


5 K. Felix, Schweiz. med. Wschr. 78, 1165 [1948]. 
® K. Felix, Dtsch. Militérarzt 8, 505 [1943]. 
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Man gewinnt aus diesen Versuchen den Eindruck, daB p-Opbs nach 
Belastung nur bei schweren Leberschiden und auch da nur in kleinen 
Mengen im Harn auftritt. Da jedoch gleichzeitig die Millon-Substanzen 
erheblich zunehmen und die p-Opbs davon nur einen kleinen Teil aus- 
macht, miissen noch andere Oxyphenylverbindungen entstehen und 
ausgeschieden werden. Aus der oben erwihnten Reihe von Oxyphenyl- 
verbindungen, die im Harn vorkommen, haben wir deshalb zunachst 
geprift, ob nach der Belastung mehr Phenol ausgeschieden wird. 

Phenol entsteht regelmaBig bei der Darmfaulnis aus Tyrosin und 
wird in der Regel nicht frei, sondern als Phenolschwefelséure und Phenyl- 
glucuronsaure ausgeschieden. Wir haben nun mit einer neuen Methode! 
bei zwei gesunden und vier leberkranken Versuchspersonen die Aus- 
scheidung sowohl von freiem als auch — nach vorangegangener Hydro- 
lyse — von gepaartem Phenol verfolgt. Freies Phenol konnte im Harn 
nicht nachgewiesen werden. Gepaartes Phenol fand sich bei Gesunden 
und Lebercirrhotikern nur in Spuren, bei Hepatitispatienten jedoch in 
Mengen von 1,2—2,7 mg im 24-Stdn.-Harn. Nach der Belastung mit 
p-Opbs schieden gesunde Versuchspersonen ebenfalls kein freies Phenol 
aus, stets aber Hepatitispatienten und besonders Lebercirrhotiker. Die 
Werte schwankten zwischen 8,6 und 112,5 mg im 24-Stdn.-Harn. Ge- 
paartes Phenol nahm bei Gesunden und Lebercirrhotikern am Be- 
lastungstag nicht zu, bei Hepatitis-Patienten stieg es jedoch bis auf 
8,6 mg in 24 Stdn. an. Demnach scheiden Leberkranke nach Belastung 
mit p-Opbs mehr Phenol aus; vielleicht stammt dieses Phenol aus der 
p-Opbs. 

Bei schweren Leberschiéden erreicht die Summe von p-Opbs und 
Phenol fast den Wert, um den die Millon-Reaktion nach der Belastung 
zunimmt. Bei leichten Leberschiden dagegen, bei denen keine p-Opbs 
ausgeschieden wird, bleibt das Phenol weit hinter den Millon-Werten 
zuriick (Tab. 1). Es miissen demnach noch andere Oxyphenylverbin- 
dungen auftreten, die wir vorlaufig nicht niher untersucht haben. 


Tab. 1. Ausscheidung von Oxyphenylverbindungen im Harn gesunder und kranker 
Versuchspersonen. 





Untersuchte Oxyphenylverbindungen 
Phenol 
p-Opbs frei gepaart gesamt 
% % % % % 
Lii. | gesund 9,6 neg. neg. Spuren Spuren 
PY. gesund 8,7 neg. neg. Spuren Spuren 
Ki. | Hepatitis 35,6 neg. 0,360 0,195 0,555 
R6. | Hepatitis 22,8 neg. 0,223 0,196 0,419 
Da. | Cirrhose 31,4 25,6 2,9 Spuren 28,5 
Le. Cirrhose 29,0 26,0 23 Spuren 28,3 


Die angegebenen Werte sind simtlich auf p-Opbs umgerechnet und in % der ein- 
gegebenen p-Opbs-Menge ausgedriickt. 


Pa- 


tient Diagnose 
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Wenn bei Leberkranken aus p-Opbs Phenol entsteht, so miiBte 
weiter gefolgert werden, daB die Seitenkette abgespalten wird und 
Brenztraubensaure (BTS) entsteht. Aus diesem Grunde haben wir 
neben Phenol auch die Ausscheidung von BTS im Harn von gesunden 
und leberkranken Versuchspersonen mit einer neuen Methode’ unter- 
sucht. 

Uber die normale Ausscheidung der BTS im Harn ist bisher wenig 
bekannt. Die vorliegenden Angaben beziehen sich auf pathologische 
Stoffwechselverhaltnisse, wie z.B. Thiaminmangel®. Im Rahmen 
unserer Untersuchungen war es deshalb notwendig, zunachst die Normal- 
ausscheidung der BTS im Harn zu priifen. Dabei fanden wir bei zwei 
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Abb. 2. Brenztraubensaure-Gehalt der 24-Stdn.-Harnmenge bei gesunden Versuchs- 
personen (—), bei Patienten mit Hepatitis (— - — -) und mit Lebercirrhose (—— —). 


gesunden Versuchspersonen und vier Leberkranken 1,9—11,0 mg BTS 
im 24-Stdn.-Harn; die Werte waren individuell ziemlich konstant und 
schwankten nur innerhalb weniger Milligramme. Die Mittelwerte der 
taglichen Ausscheidung lagen bei Leberkranken um so héher, je schwerer 
die Erkrankung war (Abb. 2). 

Nach Belastung mit p-Opbs schieden gesunde Versuchspersonen 
nicht mehr BTS aus. Bei Hepatitis-Patienten nahmen die Werte deut- 
lich zu, und zwar lag das Maximum der Ausscheidung jeweils am 1. Tag 
nach der p-Opbs-Gabe. Zwei Lebercirrhotiker reagierten dagegen mit 
einer Zunahme der BTS-Ausscheidung von iiber 100° gegeniiber dem 
Vortag, die sich tiber 3 Tage ausdehnte mit einem Gipfel am 2. Tag 
nach der p-Opbs-Gabe. 

Nach diesen Resultaten tritt also im Harn von Leberkranken un- 
mittelbar nach Belastung mit p-Opbs Phenol auf und BTS wird ver- 
mehrt ausgeschieden. Beide Verbindungen sind primar im Harn vor- 
handen und nicht nachtraglich bei der Aufarbeitung entstanden. Da 


7 G. Leonhardi, I. v. Glasenapp u. K. Felix, diese Z. 286, 28 [1950]. 
8 J. Banerij u. W. Herris, Biochem. J. 38, 1346 1939]. 
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BTS und Phenol gleichzeitig zunehmen, ist es wahrscheinlich, daB das 
Phenol erst in der Leber und nicht schon im Darm aus der p-Opbs ent- - 
steht. Die geschidigte Leber kann es aber nicht mehr vollstindig ver- 
estern, so daB es teilweise als freies Phenol im Harn ausgeschieden wird. 
Die gleichzeitig ausgeschiedene BTS-Menge ist nie der des Phenols 
aiquivalent, da BTS als normales Zwischenprodukt rasch in andere 
Stoffwechselvorgiinge einbezogen wird, waihrend Phenol eine kérper- 
fremde Verbindung ist, die quantitativ wieder ausgeschieden wird. 

Wenn die Vermutung richtig ist, daB Phenol und BTS bei Leber- 
kranken aus der p-Opbs stammen, dann miiBte in diesen Fallen nach 
Verfiitterung von p-Opbs weniger Acetessigsaure ausgeschieden wer- 
den als von Gesunden, da beim normalen Abbau von p-Opbs Acet- 
essigsiure entsteht!°, Diese Erwartung wurde in unseren Versuchen be- 
statigt, in denen wir die Ausscheidung der Acetessigsiure im Harn mit 
einer von uns friiher beschriebenen Methode® untersuchten. Normaler- 
weise wird sowohl von Gesunden als auch von Leberkranken eine ziem- 
lich konstante Menge Acetessigsiure ausgeschieden. Bei zwei gesunden 
Versuchspersonen fanden wir Werte zwischen 1,3 und 2,7 mg im 24-Stdn.- 
Harn; vier Leberkranke schieden 0,7 —3,3 mg Acetessigsiure aus. Nach 
Belastung mit p-Opbs stiegen die Werte nur bei Gesunden bis zu 13,1 mg 
deutlich an; Patienten mit Lebercirrhose schieden Acetessigsiure nicht 
vermehrt aus, wahrend sich Hepatitis-Patienten uncharakteristisch 
verhielten. Die Zunahme der Ausscheidung bei Gesunden war so gering, 
weil die Acetessigsiure als normales Zwischenprodukt gleich weiter 
umgewandelt wird. 

Hinsichtlich des Abbaus der p-Opbs folgt aus diesen Versuchen, 
daB die gesunde Leber den Oxyphenylring gréBtenteils aufspaltet und 
die Saiure nahezu vollstandig oxydiert. Eine schwer geschadigte Leber 
greift entweder das Molekiil iiberhaupt nicht an oder spaltet lediglich 
die Seitenkette ab. Die leicht geschadigte Leber benutzt beide Abbau- 
wege und kann den Ring noch zum Teil angreifen. 


Beschreibung der Versuche 


Bei den folgenden Untersuchungen wurde der Harn der Versuchspersonen 
jeweils 3 Tage lang quantitativ gesammelt und die jeweiligen 24-Stdn.-Mengen 
sofort analysiert. Dabei wurden die einzelnen Portionen mit Stickstoff gesattigt 
und kihl aufbewahrt, um eine Zerstérung der p-Opbs durch Luftsauerstoff zu ver- 
meiden. Jeweils am 2. Untersuchungstag erhielt der Patient morgens 2 g p-Opbs 
verabreicht. In den 24-Stdn.-Harnmengen wurde die Ausscheidung der Millon- 
Substanzen, der p-Opbs, von Phenol, BTS und Acetessigséure untersucht. Bei der 
Berechnung der Ausscheidung dieser Verbindungen dienten die Untersuchungs- 
ergebnisse des 1. und des 3. Tages als Normalwerte, deren Mittel vom Wert des 
Belastungstages abgezogen wurde. Die Versuchspersonen erhielten wahrend der 
Dauer der Versuche eine eiweiBarme Kost und kein zusitzliches Vitamin C. 

‘ Hydrolyse der Phenolschwefel- und Phenylglucuronsdure. 100 ccm 
des zu untersuchenden Harns wurden mit 10 ccm konz. Schwefelsiure in einem 


® G. Leonhardi u. I. v. Glasenapp, diese Z. 286, 145 [1951]. 
10K. Felix u. K. Zorn, diese Z. 268, 257 [1941]. 
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Rundkolben versetzt und das Gemisch 1 Stde. am RiickfluBkiihler gekocht. Die 
dazu verwendete Apparatur war so beschaffen, daB der Kiihler schwenkbar an- 
gebracht war und auch zum Abdestillieren benutzt werden konnte. Nach 1 Stde. 
wurde der Kiihler nach unten gedreht, mit einer Vorlage verbunden, der Kihl- 
mantel, um Kondensationsverluste zu vermeiden, mit heiBem Wasser beschickt 
und unter energischer Kiihlung der Vorlage 10 Min. destilliert. In dem Destillat 
(px 4—5) wurde das iibergegangene Phenol wie iiblich' bestimmt. Wurde an- 
schlieBend nochmals 10 Min. destilliert, so war diese Fraktion frei von Phenol. 
Das somit quantitativ in der 1. Fraktion enthaltene Phenol wurde auf die 24-Stdn.- 
Harnmenge umgerechnet. Zur Berechnung des gepaarten Phenols wurde von dem 
erhaltenen Wert die vorher bestimmte Menge des freien Phenols abgezogen. 

Dem Harn zugesetztes Phenol konnte auf diese Weise quantitativ wieder 
gefunden werden: 





Wieder- 

Harn-Phenol ee gefundenes 
Phenol 

mg mg mg 


0,4 0,5 0,87 
0,4 0,7 1,08 
0,4 0,3 0,62 


Versuchsergebnisse: In Tab. 2—5 ist die Ausscheidung der Millon-Sub- 
stanzen und der p-Opbs im 24-Std.-Harn verschiedener Versuchspersonen wieder- 
gegeben. Die angegebenen Werte fiir Millon-Substanzen sind auf p-Opbs bezogen. 
Am 3. Tag wurden in allen Fallen die Millon-Werte des Vortages wieder erreicht, 
so daB die Versuche abgebrochen werden konnten. 











Tab. 2. Versuche an gesunden Versuchspersonen. 





Millon-Substanzen p-Opbs 
mg % mg | 
Li. : 255 
470 neg. 
; 300 
Pf. E 136 

; 306 8,7 neg. 
125 


Patient Tag 





Tab. 3. Versuche an Hepatitis-Patienten. 


Millon-Substanzen 
mg | % 


416 
1110 
380 
272 
712 
243 
95 
520 
116 
238 
755 
260 





Patient Tag 





Ki. 
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Tab. 4. Versuche an Patienten mit Lebercirrhose. 






































Patient Tag Millon-Substanzen p-Opbs 
wT ae me | % 
Bii. a 332 neg. 
2. 756 21,7 263 13,1 
3. 310 neg. 
L. ie 140 neg. 
2. 733 29,0 520 26,0 
3. 165 neg. 
Da. i. 95 neg. 
2. 744 31,4 513 25,6 
3. 116 neg. 
Br. r. 123 neg. 
2. 733 31,5 218 10,9 
3. 85 neg. 
Z. 1. 178 neg. 
2. 404 10,6 106 5,4 
3. 204 neg. 
A. 1. 260 neg. 
2. 559 15,9 81 4,1 
3. 290 neg. 
Tab. 5. Versuche an Patienten mit chronischen Eiterungen. 
Patient Tag Millon-Substanzen p-Opbs - 
mg % my: % 
Le. a: 175 neg. 
2. 522 17,1 2 0,1 
3. 165 neg. 
M. i. 156 neg. 
2. 720 27,3 150 7,5 
3. 190 neg. 





In Tabelle 6—8 ist die Ausscheidung der BTS sowie des freien und des ge- 
paarten Phenols im 24-Stdn.-Harn verschiedener Versuchspersonen wiedergegeben. 


Tab. 6. Gesunde Versuchspersonen. 




















ee Phenol 

a Patient Tag BTS frei gepaart 
7 mg mg mg 

iS Pf. 1. 2,8 neg. Spuren 
eS 2. 2,7 neg. Spuren 
fe 3. 2,3 neg. Spuren 
bl 4. 2,6 neg. neg. 
@ 5. 2,9 neg. Spuren 
4 Li. 4 2,8 neg. Spuren 
4 2. 2,7 neg. Spuren 
a 3. 1,9 neg. neg. 

: 4. 2,2 neg. Spuren 

5. 2,6 neg. neg. 
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Tab. 7. Hepatitis-Patienten. 


























Phenol 

Patient Tag BTS frei gepaart 
mg mg mg 

Ki. 1. 6,7 neg. 1,3 
2. 12,8 13,8 8,6 

3. 7,9 neg. 1,3 

4, 5,4 neg. 1,7 

5. 6,1 neg. 1,4 

Ré. 1. 4,5 neg. 1,2 
2. 7,0 8,6 7,9 

3. 5,2 neg. 3,5 

4. 4,3 neg. 2,7 

5. 4,8 neg. 2,1 

Tab. 8. Patienten mit Lebercirrhose. 
Phenol 

Patient Tag BTS frei gepaart 

mg mg mg 

Da. 1. 9,5 neg. neg. 
2. 14,4 112,5 Spuren 

3. 22,1 neg. neg. 

4. 12,4 neg. neg, 

5. 9,5 neg. neg. 

Le. 1. 11,0 neg. neg. 
Zs. 15,4 88,1 Spuren 

3. 18,2 neg. Spuren 

4, 13,0 neg. neg. 

5. 10,8 neg. neg. 


Tab. 9 zeigt die Ausscheidung der Acetessigsiure im 24-Stdn.-Harn von je 
zwei gesunden Versuchspersonen, zwei Patienten mit Hepatitis und zwei Leber- 























cirrhotikern. 
Tab. 9. Acetessigsiure. 
Gesunde Hepatitis-Patienten Cirrhotiker 

Tag Pf. Lii. Ki. Ré. Da. Le. 
mg mg mg mg mg mg 
ts 2,5 1,6 0,7 2,2 2,7 1,6 
2. 13,1 7,4 2,3 2,9 3,3 1,7 
3. 3,8 1,8 2,1 2,2 3,0 1,9 
4, 2,1 1,3 1,9 2,6 3,2 1,5 

5. 2,7 2,1 2,0 2,1 





Fir die Uberlassung der p-Oxyphenylbrenztraubensaure, welche als ,,Testa- 
cid‘‘ im Handel ist, méchten wir dem Chemiewerk Homburg, Frankfurt a. M., an 





dieser Stelle danken. 
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Zusammenfassung 


Versuche an gesunden und leberkranken Versuchspersonen ergaben, 
daB nach Belastung der Patienten mit 2 g p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure die Millon-Werte im Harn entsprechend dem Grad des Leber- 
schadens zunehmen; p-Oxyphenylbrenztraubensaure selbst wird jedoch 
nur bei schwerer Leberschidigung (Cirrhose) ausgeschieden. Bei leichten 
und schweren Leberschaden tritt ferner nach Belastung Phenol im Harn 
auf und gleichzeitig wird Brenztraubenséiure vermehrt ausgeschieden. 
Acetessigsiure nimmt nur bei gesunden, nicht aber bei leberkranken 
Versuchspersonen zu. 


Uber Tyrosinosis 
Von 
K. Felix, G, Leonhardi und I. v. Glasenapp 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1950) 


In der vorangehenden Mitteilung! wurde erwahnt, daB wir im Harn 
gesunder Versuchspersonen bisher niemals p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure (p-Opbs) nachweisen konnten und bei Leberkranken nur dann, 
wenn sie mit dieser Siure belastet worden waren. Auch nach Belastung 
mit /-Tyrosin trat niemals p-Opbs im Harn auf. Im folgenden soll tiber 
zwei Patienten berichtet werden, die sich anders verhielten: einen Leber- 
cirrhotiker (Patient F. P.) und einen Patienten mit Hepatitis (Patient 
F. D.); beiden fehlte die Milz. 

Beim ersten Patienten (F. P.) konnten wir regelmaBig p-Opbs im 
Harn nachweisen, ohne daB er mit der Saéure belastet war. Wie Abb. 1 
zeigt, schied er im Verlauf von 11 Tagen taglich zwischen 20 und 56 mg 
aus. Spitere in langeren Intervallen wiederholte Anaiysen ergaben 
dasselbe. Die Siure konnte aus dem Harn als 2.4-Dinitro-pheny]l- 
hydrazon isoliert werden. Schmelzpunkt und papierchromatographisches 
Verhalten stimmten mit denen des synthetischen Produktes iiberein. 
Nach der Papierchromatographie enthielt der Harn noch zwei weitere 
a«-Ketoséuren, die durch ihre Ry-Werte und Mischchromatogramme 
als «-Ketoglutarsiure und Brenztraubensiure identifiziert wurden. 
Gleichzeitig haben wir mit der Millonschen Reaktion die gesamten Oxy- 
phenylderivate des Harns bestimmt und als p-Opbs berechnet. Sie be- 
trugen etwa das Zehnfache der p-Opbs selbst, konnten aber nicht 
naher gekennzeichnet werden (Abb. 1). 


1K. Felix, G. Leonhardi u. I. v. Glasenapp, vgl. diese Z. 287, 133 
[1951] (voranstehend). 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 287 10 
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Abb. 1. Ausscheidung von p-Oxyphenylbrenztraubensiure und von Oxyphenyl- 
derivaten insgesamt (Millon-Substanzen), auf p-Opbs berechnet, im Harn eines 
Patienten mit Lebercirrhose. 


Verabreichten wir dem Patienten 2 g p-Opbs peroral, so wurden, 
entsprechend der Schwere des Leberschadens, am gleichen Tag etwa 
16% der eingegebenen Saéure im Harn wiedergefunden. Die zusitzlich 
ausgeschiedenén Millonsubstanzen betrugen 44% der eingegebenen 
Saure (wieder befechnet als p-Opbs). Am zweiten Tag nach der Be- 
lastung war die Ausscheidung sowohl der p-Opbs als auch die der Millon- 
Substanzen zum Ausgangswert zuriickgekehrt (Abb. 2). 
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Abb. 2. Wie Abb. 1, jedoch nach Verabreichung von p-Oxyphenylbrenztrauben- 
sdure und /-Tyrosin. 


Belasteten wir den Patienten mit 4 g reinem /-Tyrosin, so stiegen 
die Werte fiir p-Opbs und Millon-Substanzen deutlich an (Abb. 2). Die 
Ausscheidung der Millon-Substanzen erreichte bereits am Belastungs- 
tag ihr Maximum und kehrte am 3. Tag zum Ausgangswert zuriick, 
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wahrend die Ausscheidung der p-Opbs am 2. Tag noch weiter zunahm 
und der Ausgangswert erst am 4. Tag wieder erreicht war. Der hohe 
Wert der Millon-Substanzen am Belastungstag diirfte durch unver- 
andertes Tyrosin bedingt sein; offenbar braucht die Umwandlung von 
I-Tyrosin in p-Opbs einige Zeit, und die Ketosiure wird deswegen ver- 
zogert ausgeschieden. Im Verhaltnis zur verfiitterten Tyrosinmenge 
nehmen p-Opbs und Millon-Substanzen nur wenig zu, vermutlich weil 
das Tyrosin schlecht resorbiert wird. Dafiir sprechen auch die negativen 
Ergebnisse nach Belastung mit 2 g /-Tyrosin (Abb. 2). 

Der zweite Patient (F. D.) schied spontan keine p-Opbs aus, sondern 
erst nach Verabreichung von /-Tyrosin. Schon auf 2 g peroral gegebenes 


24g 29 29 per os 
P-ipts ad me af 











12a 4 5 6 7 8 9 WN. 12. 13 Tag 


Abb. 3. Wie Abb. 1, jedoch Patient mit Hepatitis nach Verabreichung von p-Oxy- 
phenylbrenztraubensaure und /-Tyrosin. 


l-Tyrosin konnten am gleichen Tag 51,8 mg p-Opbs im Harn nach- 
gewiesen werden. Die Millon-Substanzen nahmen annahernd im gleichen 
Verhialtnis zu. Bei Belastung mit 2 g p-Opbs wurden 25,5°%, der Saure 
unverandert und 36,2°% als Millon-Substanzen wiedergefunden (Abb. 3). 

Nach diesen Ergebnissen liegt bei beiden Patienten offenbar eine 
Stérung des Tyrosinstoffwechsels vor, wie sie zuerst von Medes als 
Tyrosinosis beschrieben wurde?. Nach Medes beruht die Tyrosinosis 
darauf, daB der Abbau des Tyrosins auf der Stufe der p-Opbs stehen 
bleibt. Sie stellt sie der Alkaptonurie gegeniiber, bei der das Tyrosin 
bis zur Homogentisinsiure abgebaut wird und geht dabei von der da- 
maligen Anschauung aus, daB p-Opbs und Homogentisinsiure normale 
Zwischenstufen im Tyrosinabbau sind. 


2 G. Medes, Biochem. J. 26, 917 [1932]. 
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Aus unseren friiheren Versuchen* sowie aus denen von Bern- 
heim‘ geht jedoch hervor, daB in der Regel nur d-Tyrosin oxydativ 
desaminiert wird, wihrend /-Tyrosin in der ersten Phase an einer anderen 
Stelle des Molekiils dehydriert wird, wobei keine p-Opbs entsteht. Bei 
der Tyrosinosis fehlt offenbar jenes Ferment, welches das /-Tyrosin 
dehydriert und das wir einstweilen Tyrosinoxydase I genannt haben, 
oder es kann nicht wirken, und damit ist jener unspezifischen /-Amino- 
siureoxydase, die Green und Mitarbb.®*° aufgefunden haben, Gelegen- 
heit gegeben, das /-Tyrosin zu p-Opbs zu desaminieren. 

Obgleich die p-Opbs also kein regulires Produkt des intermediaren 
Stoffwechsels ist, kann sie doch von der gesunden Leber abgebaut 
werden. Die kranke Leber ist je nach dem Grad der Schadigung dazu 
nicht mehr in der Lage. Der Patient F. P. scheidet deshalb entsprechend 
unseren Erfahrungen bei Lebercirrhose die Siure unverandert wieder 
aus. Bei dem zweiten Patienten (F. D.) liegt offenbar eine leichtere 
Leberschaédigung vor und die p-Opbs kann in geringen Mengen noch 
abgebaut werden. Fillt jedoch eine gréBere Menge an, wie in diesem 
Fall nach Belastung mit p-Opbs oder /-Tyrosin, so entgeht ein Teil der 
Saure der Oxydation. Der Unterschied zwischen beiden Patienten ist 
demnach nur‘ ein gradueller. Der Abbau des /-Tyrosins zu p-Opbs ist 
dagegen nicht nur durch den Leberschaden bedingt, da keiner der an- 
deren von uns untersuchten Leberkranken weder spontan noch nach 
Belastung mit /-Tyrosin p-Opbs ausschied. Die Tyrosinosis scheint 
demnach zwei Stoffwechselst6rungen zu umfassen: Abbau des l-Tyro- 
sins zu p-Opbs und Unfihigkeit der Leber, diese Saiure weiter zu oxy- 
dieren. 

Uber die Ursache der Tyrosinosis ist bisher nichts bekannt. Es wird 
berichtet, daB das Auftreten von p-Opbs im Harn durch Vitamin-C- 
Mangel bedingt sein kann’-*. Bei unserenPatienten waren keine Sym- 
ptome einer C-Avitaminose nachweisbar. Um jedoch einen latenten 
Vitamin-C-Mangel ausschlieBen zu kénnen, wurde den Patienten tag- 
lich 500 mg /-Ascorbinsaure i. v. und per os iiber mehrere Tage verab- 
reicht. Die Ausscheidung der p-Opbs wurde dadurch jedoch nicht beein- 
fluBt (Abb. 1 und 3). Demnach besteht in diesen Fallen kein ursichlicher 
Zusammenhang zwischen der p-Opbs-Ausscheidung und Vitamin-C- 
Mangel. Ebensowenig kann, wie oben ausgefiihrt, der Leberschaden 
allein die Ursache dieser Stoffwechselstérung sein. Vielleicht ist es kein 
Zufall, daB unseren beiden Patienten die Milz fehlt. 


3 K, Felix, K. Zorn u. H. Dirr-Kaltenbach, diese Z. 247, 141 [1937]. 

4 F. Bernheim, J. biol. Chemistry 111, 217 [1935]. 

5 D. E. Green, V. Nocito u. 8. Ratner, J. biol. Chemistry 148, 461 [1943]. 

® M. Blanchard, D. E. Green, V. Nocito u. 8. Ratner, J. biol. Chemistry 
155, 421 [1944]. 

7 R.R. Sealock u. H. E. Silberstein, J. biol. Chemistry 185, 251 [1940]. 

8 H. A. Painter u. 8.8. Zilva, Biochem. J. 41, 511 [1947]. 

® ©. W. Woodruff, M. E. Cherrington, A. K. Stockell u. W. J. Darby, 
J. biol. Chemistry 178, 861 [1949]. 
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In unseren Versuchen hat die Milz vermutlich eine ahnliche Be- 
deutung fiir die Leistungsfihigkeit der Leber wie bei denen von Rein?®, 
Hierfiir diirfte auch eine friihere Beobachtung™ sprechen: Eine Pa- 
tientin mit haimolytischem Ikterus oxydierte p-Opbs noch annahernd 
normal, verhielt sich jedoch nach Exstirpation der Milz wie eine Leber- 
kranke. Der leichte Leberschaden, den der Ikterus gesetzt hatte, wurde 
offenbar durch die Entfernung der Milz manifest. Die Leistungsfahigkeit 
einer gesunden Leber scheint durch die Entfernung der Milz nicht wesent- 
lich beeintrachtigt zu werden, denn ein weiterer Patient (Patient E. H.) 
mit véllig intakter Leber, dem wegen eines Unfalls die Milz heraus- 
genommen werden muBte, oxydierte /-Tyrosin und p-Opbs noch vidllig 
normal. 

Fir den Tyrosinstoffwechsel wiirde das bedeuten, daB die geschi- 
digte Leber nur dann Tyrosin normal abbaut, wenn die Milz vorhanden 
ist. Fehlt sie, dann desaminiert jene unspezifische /-Aminosiureoxydase 
I-Tyrosin zu p-Opbs. 


Beschreibung der Versuche 


1, Ausziige aus den Krankenblattern der Versuchspersonen. 


a) Patient F. P. Es handelte sich um einen 53-jahrigen Patienten, der von 
Januar bis April 1950 wegen einer Lebercirrhose an der hiesigen Medizinischen 
Klinik stationér behandelt wurde. Nach einem Unfall war im Mai 1949 eine Splenek- 
tomie durchgefiihrt worden. Bei der Aufnahme war die Leber zwei Querfinger unter 
dem Rippenbogen tastbar, der Leberrand scharf und die Persistenz vermehrt. Kein 
Ikterus und kein Aszites. Die Leberfunktionsproben waren positiv (Takata, Galak- 
tose- bzw. Bilirubinbelastung). Daneben bestand eine hyperchrome Anidmie 
(3,2 Mill. Erythrocyten, 85% Hamoglobin). Das weiBe Blutbild zeigte eine Lympho- 
und Monocytose. Thrombopenie. Ferner lag eine histaminrefraktare, anacide 
Gastritis vor. Kein Anhalt fiir innersekretorische Stérungen, insbesondere von 
seiten der Nebenniere, Hypophyse und Schilddriise. Der Patient wurde mit Leber- 
praparaten, Methionin, Traubenzucker sowie Vitamin-B-Komplex und Vitamin K 
behandelt. 

b) Patient F. D. Ein 30-jahriger Patient, bei dem sich im AnschluB8 an eine 
Milzexstirpation Ende Dezember 1949 eine Hepatitis entwickelte. Die Leber war 
einen Querfinger unter dem Rippenbogen tastbar und druckschmerzhaft. Ikterus, 
graue Stiihle, bierbrauner Harn. Bilirubin im Serum 0,9 mg%. Rotes Blutbild: 
Jolly-Kérper. Kein Anhalt fiir innersekretorische Stérungen. Die Dieniang 
bestand in Cholinchlorid, Traubenzucker und Vitaminen. 

c) Patient E. H. Es handelte sich um einen 30-jahrigen Mann, dem vor 
. ¥% Jahren nach einem Unfall die Milz exstirpiert wurde. Keine inneren Krank- 

eiten. 

Wahrend der Dauer der Versuche wurde bei allen Patienten jede Medikation 
abgesetzt, um eine Beeinflussung des Stoffwechsels von dieser Seite auszuschlieBen, 
und der EiweiBanteil der Nahrung wurde qualitativ und quantitativ méglichst 
konstant gehalten. 

2. Praiparative Darstellung der p-Opbs aus dem Harn und ihre 
Identifizierung als 2.4-Dinitrophenylhydrazon. Der Harn des Patienten 
F. P. wurde 4 Tage lang gesammelt und unter Einleiten von Stickstoff bei 0° auf- 


10 H. Rein, Naturwiss. 36, 233, 260 [1949]. 
' 11K. Felix, Dtsch. Militaérarzt 8, 50 [1943]; Schweiz. med. Wschr. 78, 1165 
1948]. 
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bewahrt. Nach Anséuern mit 2-n.Schwefelsiure wurden Portionen von 500 ccm 
im Kutscher-Steudel-Apparat mit peroxydfreiem Ather erschépfend extrahiert. 
Der Ather wurde im Vakuum unter Einleiten von Stickstoff bei Zimmertemperatur 
verjagt, die Riicksténde in wenig Wasser aufgenommen und unlésliche harzige 
Beimengungen abfiltriert. Im Filtrat waren die Millonsche Probe und die Penrose- 
und Quastel-Reaktion !* stark positiv. Das Filtrat wurde nun mit einer gesattigten 
Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. Salzsiure versetzt und 1% Stde. bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Es bildete sich ein roter, klebriger Nieder- 
schlag, der abgesaugt und bei 37° getrocknet wurde. Dieser wurde in wasser- und 
peroxydfreiem Ather gelést und in der Kalte stehen gelassen. Der entstandene 
kristalline Niederschlag wurde zweimal aus Ather umkristallisiert. Die rotorangen 
Prismen schmolzen bei 172—174°, Mischschmelzpunkt mit reinem 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazon der p-Opbs 170—173°. 
3. Darstellung der «-Ketosauren als 2.4-Dinitrophenylhydrazone 
und deren papierchromatographische Trennung nach Cavallini und 
I 
Re - 2 
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Abb. 4. I. Papierchromatogramm der 2.4-Dinitrophenylhydrazone aus dem Harn 

eines Patienten mit Lebercirrhose. a) p-Oxyphenylbrenztraubensaure; b) Brenz- 

traubensaure, c) «-Ketoglutarsiure. ?) nicht identifizierte Hydrazone. II. Chro- 
matogramm mit den entsprechenden Testsubstanzen. 


Mitarbb.". Der Sammelharn von 2 Tagen (Patient F. P.) wurde mit einer ge- 
sittigten Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. Salzsdure versetzt und 
1 Stde. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die ausgefallenen Hydrazone wurden 
mit Ather so lange extrahiert, bis die Penrose- und Quastel-Reaktion im Harn 
negativ war. Danach wurde der Ather im Vakuum verjagt und der Riickstand in 
Essigester aufgenommen. Diese Lésung wurde mehrmals mit 10-proz. Sodalésung 
ausgeschiittelt, die vereinigten Sodaextrakte nochmals mit Essigester gewaschen 
und unter Kiihlung mit konz. Salzsiure angesiuert. Danach wurden die Hydra- 
zone erneut in Essigester iibergefiihrt, die Lésung auf dem Wasserbad eingeengt 
und ein eindimensionales Chromatogramm in n-Butanol/Wasser, Papier Nr. 602 
h. P. (Schleicher und Schiill) angefertigt. Die Hydrazone wurden als gelbe Flecke 
an ihrer Eigenfarbe erkannt. Es konnten die Hydrazone von 3 Ketosauren iden- 
tifiziert werden (Abb. 4 I): «-Ketoglutarsiure (Rr-Wert 0,45), Brenztraubensaure 
(Rr-Wert 0,58) und p-Opbs (Rr-Wert 0,89). Die Rr-Werte der aus dem Harn 


2 L. Penrose u. J. H. Quastel, Biochem. J. 31, 266 [1937]. 
13 DP. Cavallini, N. Frontali u. G.Toschi, Nature [London] 164, 792 


[1949]. 
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isolierten Hydrazone stimmten mit denen entsprechender Testsubstanzen (Abb. 4 IT) 
iiberein. Zwei weitere Hydrazone aus dem Harn konnten nicht naher identifiziert 


werden. 
4. Reinheitsgrad des /[-Tyrosins. Es wurde ein /-Tyrosin-Praparat von 


Merck benutzt. Zur Priifung des Reinheitsgrades wurde der Drehwert bestimmt: 
0,75 g l-Tyrosin in 15ccm 21-proz. Salzsiure gelést, drehten im 1-dm-Rohr- 
—0,425°, [«]5?: —8,5° (nach E. Fischer: — 8,64°). 

Hrn. Dr. Koppermann (1. Medizinische Universitatsklinik Frankfurt a. M.) 
danken wir fiir seine bereitwillige Unterstiitzung bei diesen Arbeiten. 


Zusammenfassung 


Mit einer neuen Methode zum spezifischen Nachweis der p-Oxy- 
phenylbrenztraubensaure konnte bei einem Leberkranken die spontane 
Ausscheidung dieser Séure nachgewiesen und deren Herkunft aus /- 
Tyrosin bestatigt werden. Der EinfluB8 der Leber und der Milz auf diese 


Stoffwechselstérung wird diskutiert. 


Uber die polarographische Aufnahme von Proteinen 
Von 
W. KanngieBer 
Aus der Biologischen Bundesanstalt, Institut fiir angewandte Chemie, Hann.-Miinden 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1950) 


Wenn man Proteine polarographisch mit der normalen kathodischen 
Schaltung der Quecksilbertropfelektrode aufnimmt, so bekommt man 
bei geeigneter Empfindlichkeit des Apparates infolge metallischer Ver- 
unreinigungen eine mehrstufige jedoch fiir das jeweilige Protein un- 
charakteristische Kurve. Schaltet man dagegen die Tropfelektrode als 
Anode, so geben dieselben Proteine oder auch andere hochmolekulare 
Verbindungen einen vollkommen geradlinigen Kurvenverlauf. Der 
Grund hierfiir liegt darin, daB bei anodischer Schaltung nur bei An- 
wesenheit bestimmter einwertiger Anionen, die leicht zu entfernen sind, 
Stufen auftreten. Will man also derartige Stoffe in verschiedenen Me- 
dien vergleichend polarographisch aufnehmen, so hat man bei ano- 
discher Schaltung nur fiir die Entfernung einiger weniger Ionen Sorge 


zu tragen. 

Nun hatte es sich gezeigt, daB bei der Aufnahme von HCl, HBr 
oder HJ bei Anwesenheit von Proteinen Verformungen der normalen 
Saurestufen auftreten, die in einer Abschwichung oder Unterdriickung 
und z. T. in zusiétzlichen Stufen bestehen. So geben z. B. alle bisher 
untersuchten Proteine in /50-HCl eine fiir Eiwei8 typische Stufe bei 
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0,3 Volt unter Beibehaltung der HCl-Stufe bei 0,6 Volt. Die Stufe ist 
aus angefihrten Griinden nicht durch Verunreinigung bedingt. 

Die doppelstufige HJ-Kurve erlaubt sogar Ditiferenzierungen ver- 
schiedener Proteine, wenn man dieselben einer frisch hergestellten HJ- 
Lésung zusetzt. Es wurde daher im weiteren dieses Medium gewiahlt. 


Die Proteine wurden zur Aufnahme in einem Gemisch von 1 ccm n/10-H,SO, 
+ 1lccm n/12,5-KJ + 3 ccm doppelt destilliertem aqua. dest. (bzw. statt dessen 
0,5 com Wasser + 2,5 ccm 50-proz. Harnstofflésung) gelést und mit einer Klemmen- 
spannung von 4 Volt und einer Empfindlichkeit von 1/2700 anodisch aufgenommen. 
Die Gesamtneigung der aufgenommenen Kurven soll dabei 45° betragen, d. h. 
bei 2 Volt (Trommelstellung 10) soll der Galvanometerausschlag gerade der Papier- 
breite entsprechen. Es wurde meist mit einer Proteinkonzentration von 0,4% be- 
gonnen und durch Zufiigen weiterer Grundlisung Verdiinnungen bis 0,05% her- 
gestellt. Bei dieser Konzentratioh sind die Effekte im allgemeinen nur noch gering, 
nur u.a. bei Nucleinséure (Merck) sind auch unterhalb dieser Konzentration 
charakteristische Kurvenbilder zu erhalten. Nimmt man Tylose in n/50-HCl auf, 
so treten die zusitzlichen Stufen sogar erst bei noch héheren Verdiinnungen auf. 
Sie sind dann z. B. in einem Gemisch mit Kartoffelstairke und Gelatine noch zu er- 
kennen, wenn die charakteristischen Stufen dieser Stoffe schon verschwunden sind. 

Alle Kurven wurden zur Vermeidung von Stérungen dreifach iiber- 
einander projiziert. Der Effekt beruht vermutlich auf einer Reaktion 
der untersuchten Stoffe mit den einwertigen Saiureionen und dem an 
der Anode in Lésung gehenden Quecksilber. 

Die Methode, die zur Differenzierung und evtl. Diagnose gesunder 
und viruskranker Kartoffeln sowie von Priparaten aus KartoffelpreB- 
siften entwickelt worden ist, wurde zundchst an definierten hochmole- 
kularen Verbindungen ausprobiert und gesichert, und es wird im fol- 
genden eine Auswahl von Aufnahmen verschiedener Proteine in ver- 
diinntem HJ ohne und mit Zusatz von Harnstoff gebracht. 


Abb. 1 zeigt die HJ-Grundlésungskurve neben f-Lactoglobulin, | 
Gelatine und Brunnengraber-Pepton. Abb. 2 zeigt verschiedene reinste 
Serumproteine in jeweils 0,4 und 0,2-proz. Konzentration. Das Lacto- 
globulin (Abb. 3) wurde 5 Min. bei 90° in verdiinnter Harnstofflésung 
denaturiert. Wie die Aufnahme zeigt, tritt dabei im Vergleich mit un- 
behandeltem -Lactoglobulin eine allgemeine Abflachung der Stufen ein. 

Es wurden auBerdem fiir Polysaccharide, Polyuronséiuren und 
Gerbstoffe jeweils typische Kurven aufgenommen. Von niedrigmoleku- 
laren Stoffen gab bisher lediglich Cystin einen Effekt, der jedoch fir 
die Verformungen der Proteinkurven nicht mafgeblich zu sein scheint, 
denn es gibt auBer den genannten cystinfreien Stoffen auch Proteine, 
die trotz ihres hohen Cystingehaltes keinen Effekt geben. Der Effekt 
scheint hauptsichlich auf kettenférmige oder wenig verzweigte Mole- 
kiile beschrinkt zu sein, denn Starke, verschiedene Fermente und 
schwach verzweigte Polysaccharide geben im Gegensatz zu stark ver- 
zweigten trotz hoher MolekiilgréBe keine Abweichungen. Auch die im 
Vergleich zu anderen Proteinen schwachen Deformierungen bei Fibri- 
nogen, dessen Molekiil nach elektronenoptischen Befunden scheiben- 
aihnliche Form besitzt, sprechen dafiir. 
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Abb. 1. 
a) Grundlésung (1ccm n/10-H,SO, + 1ccm n/12,5-KJ + 3ccm aqua dest.) 
b) 0,1-proz. B-Lactoglobulin in Grundlésung 
c) 0,1-proz. Gelatine in Grundlésung 
d) 0,1-proz. Brunnengraber-Pepton in Grundlésung. 
i Abb. 2. 
a) Serumalbumin in 0,4 und 0,2-proz. Konzentration in Grundlésung 
b) y-Globulin in 0,4 und 0,2-proz. Konzentration in Grundlésung 
c) Fibrinogen in 0,4 und 0,2-proz. Konzentration in Grundlésung. 
Abb. 3. 
a) Harnstoffgrundlésung (1 ccm n/10-H,SO, +1 ccm n/12,5-KJ + 0,5 com 
aqua dest. + 2,5 ccm 50-proz. Harnstoff) 
b) 0,1-proz. £-Lactoglobulin in Harnstoffgrundlésung 
c) 0,l-proz. £-Lactoglobulin, denaturiert, in Harnstoffgrundlésung 
d) 0,1-proz. Gliadin in Harnstoffgrundlésung 
e) 0,1-proz. Globin in Harnstoffgrundlésung. 
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Abb. 4. 


Originalaufnahme einer Nucleinséure (Merck) in 0,4-, 0,2-, 0,1- und 0,05-proz. 
Konzentration in Harnstoffgrundlésung. 


Fiir die Uberlassung der Serumproteine sei auch an dieser Stelle Hrn. Dr. 
E. Schultze von den Behringwerken Marburg und fiir das Ovalbumin und 
B-Lactoglobin Hrn. Prof. K.Linderstrom-Lang, Kopenhagen, nochmals 
gedankt. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Methode zur Charakterisierung hochmolekularer 
Stoffe, speziell von Proteinen, mittels anodisch polarographischer Auf- 
nahme in HCl oder HJ enthaltender Lésung beschrieben. 

2. Es werden typische Kurvenbeispiele gebracht. 


Uber Synergisten von Mitosegiften 
VII. Mitteilung 
Weitere Alkaloide und Colechicin oder N-Methyl-colchicamid 
Von 
Hans Lettré, Renate Lettré und Charlotte Pflanz 


Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitat Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1950) 


Im AnschluB an die in der vorhergehenden Mitteilung! beschriebene 
Untersuchung der Aporphinderivate auf eine synergistische Wirkung 
zum Colchicin haben wir zunichst weitere den Aporphinalkaloiden ver- 
wandte Alkaloide mit der Stilbylamingruppe gepriift. Unsere friiheren 
Befunde? zeigten, daB mit Ausnahme des Narcotins, Chelidonins, Homo- 
chelidonins und Methoxy-chelidonins die meisten dieser Alkaloide keine 


1 VI. Mitt.: H. Lettré, R. Lettré u. Ch. Pflanz, diese Z. 287, 53 [1951}. 
2H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 281, 133 [1944]. 
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Mitosegifte sind, obschon man nach ihrer Konstitution diese Wirkung 
erwarten konnte. Nach der Art des Einbaus der Stilbylamingruppe kann 
man diese Alkaloide in vier Gruppen einteilen: Aporphin-, Papaverin-, 
Berberin- und Chelidonium-Gruppe. Als Vertreter der letzten drei 
Gruppen wurden Papaverin und Tetrahydro- papaverin (I), Ber- 
berin und Tetrahydro-berberin(II) und Chelerythrin (II) unter- 
sucht. Die Stoffe haben allein keine teilungshemmende Wirkung, aber 


H, 
C 
rue’ 
H,CO CH, 


NH 
| 
CH, 
| 


Aw 


\ J OCH; 
OCH, 
I. Tetrahydro-papaverin II. Tetrahydro-berberin 


0 
CH, 
P 
O/N/N/\o/ 


III. Chelerythrin 


alle fiinf verstarken in der Kombination die mitosehemmende Wirkung 
des Colchicins oder N-Methyl-colchicamids (Tab. 1) bei in vitro geziich- 
teten Fibroblasten. 

Zusammen mit den Befunden bei den Aporphinderivaten! erscheinen 
die Ergebnisse ausreichend fiir die Feststellung: Alkaloide, welche die- 
jenigen Konstitutionsmerkmale besitzen, die von Lettré? als notwendig 
fiir eine Mitosegiftwirkung bei Colchicinanalogen gefunden wurden, je- 
doch trotzdem keine Wirkung zeigen, verstiirken die mitosehemmende 
Wirkung des Colchicins (oder seiner Derivate). 

Bei der Auswahl von weiteren Alkaloiden haben wir uns von deren 
Wirksamkeit als Muskelgifte leiten lassen. Das Krampfgift Thebain 


3H. Lettré, Naturwiss. £0, 34 [1942]; $3, 75 [1946]. 
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Tab. 1. Wirkung der Alkaloide mit Stilbylamingruppe und ihrer Kombinationen 
mit Colchicin oder N-Methyl-colchicamid (NMC). 


Spindelzustand + keine, (+) teilweise, — vollstandige Schadigung. 





Zugesetzte Dosis in y/ccm Prozentzahl ‘ 
Alkaloid Mitosegift der Mitosen we 
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(IV) zeigt, wie schon kurz berichtet*, eine sehr ausgepragte verstirkende 
Wirkung (Tab. 2). Parallel mit der Abnahme der Krampfgiftwirkung 
sinkt die verstirkende Wirkung zum Codein (V) und weiter zum Mor- 
phin (V) hin ab. Chemisch sind die drei Opiumalkaloide auch als Stil- 
bylaminderivate anzusehen; der Abnahme der verstiirkenden Wirkung 
zum Morphin hin entspricht die Abnahme der Zahl der veritherten 
Gruppen. 


CH,—/\\__CH, 


H,CO-\ a 
vf 


IV. Thebain. 


no 


H 
Se 
HO” nn J 
\v 
V. R = H Morphin 
R = CH, Codein. 


4H. Lettré, R. Lettré u. Ch. Pflanz, Naturwiss. 37, 563 ([1950]. 
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Tab. 2. Wirkung von Thebain, Codein, Morphin und ihren Kombinationen mit 
Colchicin oder N MC, 




















Zugesetzte Dosis in y/ccm Prozentzahl : 
. indelz 
Alkaloid | _—_-Mitosegift der Mitosen | SPindelzustand 
Thebain NMC 
34 = 2,6 + 
17 “i 2,6 “4 
— 0,003 3,6 + 
8,5 0,003 60 —_ 
4,2 0,003 58 _ 
2,1 0,003 30 = 
1 0,003 8,2 (+) 
0,5 0,003 6,8 (+) 
0,25 0,003 4,0 — 
Colchicin 
— 0,008 32 + 
1,5 0,008 14,6 _ 
1,0 0,008 9,0 = 
0,5 0,008 7,4 we 
Codein NMC 
90 - 7 Bt 
45 -- 2.6 ae 
22,5 — 2,5 — 
_— 0,003 3,4 = 
45 0,003 21,1 _ 
22,5 0,003 11,6 a 
11,2 0,003 5,8 (+) 
5,6 0,003 3,7 =U 
Morphin NMC 
140 _ 1,5 = 
70 = 2:7 + 
_— 0,003 3,4 = 
70 0,003 25,4 -— 
35 0,003 10,8 _ 
17,5 0,003 8.3 — 
8,7 0,003 2.6 Se 





Curare-Alkaloide bewirken im Organismus eine Muskellahmung, 
die jedoch nicht durch direkte Wirkung auf den Muskel (dieser bleibt 
erregbar), sondern auf die Endplatte der motorischen Nerven zustande- 
kommt, so daB die Reiziibertragung gestért ist®. Wir untersuchten d- 
Tubocurarin, das selbst keine teilungshemmende Wirkung hat. In 
Kombination mit Colchicin zeigte es bis zu Dosen von 35 y/ccm keine 
verstirkende Wirkung; erst mit 70 y war eine Verstarkung vorhanden 
(Tab. 3). Diese hohe Dosis, verglichen mit etwa der des Thebains, steht 
in keinem Verhaltnis zu der fiir die pharmakologische Wirkung not- 
wendigen. Mit der in der Gewebekultur geziichteten Zelle kann also eine 
Unterscheidung zwischen einem direkt oder indirekt angreifenden 
Muskelgift getroffen werden. 





5 Winterstein-Trier, Die Alkaloide, Berlin 1931. 
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Tab. 3. Wirkung von d-Tubocurarin und Colchicin. 

























Zugesetzte Dosis in y/ecm Prozentzahl f 
d-Tubocurarin | Colchicin der Mitosen Spindelzustand 
‘ 17,5 si, 29 $4 
= 0,01 3:8 H 
90 0,01 22,7 ia 
70 0,01 13,8 i 
35 0,01 3,4 ote 
17,5 0,01 3,5 =. 
8,8 0,01 2,8 ae 











Tab. 4. Wirkung von Chinin, Strychnin, Veratrin und ihren Kombinationen mit 








Colchicin. 
Zugesetzte Dosis in y/ccm Prozentzahl , 
Alkaloid | Colchicin der Mitosen Spindelzustand 
Chinin 
32 - 1,0 
16 “ 14 : 
= 0,012 9.5 td 
16 0,012 55,2 it 
8 0,012 39,2 wa 
4 0,012 25,0 jd 
: 0,012 12,0 “es 
Strychnin 
44 his 1.9 he 
22 ot 25 5 
= 0,008 2,6 4 
22 0,008 25,1 i 
11 0,008 19,1 i 
5,5 0,008 12.2 _ 
2,75 0,008 9.0 i 
1,4 0,008 3,1 ats 
Veratrin 
5m 2,8 = 
20 a 2'8 ; 
10 poe 26 1 
) = 0,01 4.0 4 
20 0,01 21,8 had 
10 0,01 19.7 hy 
5 0,01 9,6 r 
2,5 0,01 3.0 ar 











In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, daB die Katatonie- 
erzeugung durch Bulbocapnin von Schaltenbrand® und von Baruk 
und de Jong’ durch eine Wirkung auf dem Wege iiber das Zentral- 
nervensystem gedeutet wird, wihrend Poppi und Chiancone® eine 


6 G. Schaltenbrand, Dtsch. Z. Nervenheilkunde 108, 209 [1929]. 

7 H. Baruk u. H. de Jong, Kon. Akad. Wetenschap. Proc. Amsterdam 82, 
940 [1929]. 
§ U. Poppi u. F. Chiancone, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 10, 570 [1935]. 
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direkte Wirkung auf den Muskel annehmen. Unsere Befunde! mit 
diesem Stoff an isolierten Zellen in vitro sprechen ganz eindeutig fiir 
eine direkte Wirkung auf die kontraktilen Systeme. 

Von den Alkaloiden ohne Stilbylamingruppe haben wir drei be- 
kannte Muskelgifte untersucht: Chinin, Strychnin und Veratrin. 
Alle drei Stoffe verstirken die Wirkung des Colchicins (Tab. 4), ohne 
selbst eine teilungshemmende Wirkung zu zeigen. 

Nach unseren bisherigen Erfahrungen mit synergistisch wirkenden 
Substanzen lassen diese sich nach drei Gesichtspunkten ordnen: 1. Sub- 
stanzen, die nach ihrer Konstitution die Voraussetzungen fiir eine Mitose- 
giftwirkung haben, d.h. eine Stilbylamingruppe mit geeigneter Sub- 
stitution besitzen, ohne selbst Mitosegifte zu sein; Beispiel Berberin. 

2. Muskelgifte, die eine direkte Wirkung auf den Muskel haben; 
Beispiel Strychnin. Dieses Kennzeichen gilt auch fiir eine Reihe von 
Stoffen der 1. Gruppe. 

3. Stoffe, die den Phosphatstoffwechsel hemmen, so daB mit einer 
Senkung des Adenosintriphosphorsiurespiegels der Zelle zu rechnen 
ist; Beispiel Phlorrhizin. 

Die verstiirkende Wirkung der Stoffe der 1. Gruppe, die dem Col- 
chicin so nahe verwandt sind, da man von ihnen schon allein eine 
teilungshemmende Wirkung erwartet, kann vielleicht durch ein Rezep- 
torenschema erklirt oder wenigstens symbolhaft dargestellt werden. 
Von den Rezeptoren der Zelle seien zwei angenommen, von denen der 
eine zum Komplex der Spindelfunktion gehért und durch Besetzung mit 
einem Mitosegift vom Colchicintyp die Erscheinung der Mitosehemmung 
hervorruft. Der 2. Rezeptor wird auch von Mitosegiften vom Colchicin- 
typ besetzt, fiihrt aber nicht zu einer Teilungsstérung. Die Stoffe mit 
verstérkender Wirkung besetzen nur den Rezeptor 2, so daB Colchicin 
dort nicht mehr abgefangen wird und in gréBerer Menge fiir Rezeptor 1 
zur Verfiigung steht. 

Die verstirkende Wirkung der Stoffe der 2. Gruppe wird durch die 
Hypothese von J. Brachet? iiber die Analogie des Chemismus der Zell- 
spindel und des Muskels bei der Kontraktion verstindlich. Jedoch zeigt 
sich, daB die Spindel nicht mit dem Muskel véllig identisch sein kann, 
da die Muskelgifte allein keine Wirkung auf die Zellspindel haben. Erst 
wenn die Zelle mit Colchicin versetzt ist, zeigen sich die Wirkungen der 
Muskelgifte: die mit kleinen Dosen Colchicin vergiftete Spindel verhalt 
sich wie ein Muskel. 

Die Wirkung von Stoffen der 3. Gruppe ist durch ihre Ferment- 
hemmung am leichtesten zu deuten. So ist auch bei den Stoffen der 1. 
und 2. Gruppe an eine Wirkung auf Fermente des Phosphorsiure- 
umsatzes zu denken. 


® J. Brachet, Embryologie chimique, Paris 1947. 
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Die synergistischen Effekte kénnen sicherlich auf verschiedenste 
Weise zustandekommen und angesichts der Tatsache, daB die ver- 
stirkend wirkenden Substanzen den verschiedensten Stoffklassen an- 
gehéren, besteht keine Aussicht, diese auf nur einen Grund zuriick- 
zufiihren. Das sich aus unseren bisherigen Befunden ergebende Ein- 
teilungsschema kann nur als orientierend angesehen werden, nicht als 
ein Wirkungsschema. Zwei andere Kriterien erscheinen fiir die Klassifi- 
zierung der Synergisten wesentlich: 1. ob ein Stoff eine unterschwellige 
Colchicindosis verstirken kann (Phlorrhizin) oder ob er eine Mindest- 
menge bendtigt (Bulbocapnin); 2. ob und durch welche Stoffe eine ver- 
stirkende Wirkung aufgehoben werden kann. Im Falle des Veratrins 
konnte seine verstéarkende Wirkung durch Kreatinphosphorsdure auf- 
gehoben werden!®. Diese Wirkung zeigt Kreatinphosphorséure nicht 
bei allon verstérkenden Stoffen. Diese Méglichkeit der Analyse der ver- 
stérkenden Wirkung wird von uns durch Anwendung anderer Ver- 
bindungen mit energiereichen Phosphatbindungen erweitert. 

Frin. Ursula Héwener danken wir fiir ihre fleiBige Hilfe bei der Durch- 


fiihrung der Arbeiten. Der Stiftung fiir Krebs- und Scharlachforschung 
an der Universitat Heidelberg danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung. 


Zusammenfassung 


Die Alkaloide mit Stilbylamingruppe: Papaverin, Tetrahydropapa- 
verin, Berberin, Tetrahydroberberin und Chelerythrin zeigen an in vitro 
geziichteten Fibroblasten eine Verstiérkung der Mitosehemmung durch 
Colchicin. Bei den Opiumalkaloiden Thebain, Codein und Morphin fallt 
die synergistische Wirkung mit der Abnahme der Krampfgiftwirkung 
ab. d-Tubocurarin, das durch Vergiftung der Nervenendplatte Muskel- 
lahmung erzeugt, hat erst mit sehr hoher Dosis verstirkende Wirkung. 
Die Muskelgifte Chinin, Strychnin und Veratrin zeigen verstaérkende 
Wirkung. Es werden Wege zur Klassifizierung der bisher bekannten 
synergistischen Verbindungen erortert. 


10 H. Lettré, Naturwiss. 88, 13 [1951]. 
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Uber das Prothrombin-Accelerator-Prinzip im Serum 


Von 


Rudolf Hoene 


Aus der Staatlichen Anstalt fiir experimentelle Therapie ,,Paul-Ehrlich-Institut‘‘, Frankfurt a. Main 
(Direktor: Prof. Dr. R. Prigge) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1950) 


Seit der Entdeckung eines Plasmafaktors, der die Umwandlung 
von Prothrombin in Thrombin in Gegenwart einer optimalen Menge 
Thrombokinase (Thromboplastin) und Calcium-Ionen beschleunigen kann 
durch Quick! und unabhiangig von ihm durch Owren? sind von ver- 
schiedener Seite Acceleratorfaktoren im Plasma und Serum beschrieben 
worden*-4, Entsprechende Beobachtungen wurden meist mit unter- 
schiedlicher Methodik gemacht, und es la8t sich bis heute iiber eine 
Identitaét oder Verschiedenartigkeit der beschriebenen Acceleratoren 
noch kein endgiiltiges Urteil fallen. Besonders die Abweichungen in den 
Angaben von Alexander, de Vries und Mitarb.'® iiber einen soge- 
nannten Serum-Prothrombin-Conversions-Accelerator (S. P.C. A.) von 
den friiher mitgeteilten Ergebnissen von Seegers und Mitarbeitern!* 
iiber das Plasma- und Serum-Accelerator-Globulin geben AnlaB zu 
Uniibersichtlichkeit und Verwirrung. 

Es wurde deshalb der Frage nachgegangen, auf welchen Faktoren 
die Prothrombin-Accelerator-Funktion des Serums beruht, und ob der 
sogen. 8. P. C. A. ein neuartiges Prinzip sui generis darstellt, das somit 


1 A.J. Quick, Amer. J. Physiol. 140, 212 [1943]. 
2 Pp. A. Owren, Lancet 252, 446 [1947]. 
3 P. Fantl u. M. Nance, Nature [London] 158, 708 [1946]. 
4 A.G. Ware, M.M. Guest u. W.H. Seegers, Science [New York] 106, 
1 [1947]. 

5 A. G. Ware, M..M. Guest u. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 169, 231 
[1947]; J. biol. Chemistry 172, 699 [1948]. 
W.H. Seegers, A. G. Ware u. Jr. Josiah Macy, Conference on Blood 


6 
Clotting and Allied Problems N. Y. 1948. 
D. Mann, M. Hurn u. T. H. B. Magath, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 


F. 

[1947]. 
M. P. Munro u. F. L. Munro, Amer. J. Physiol. 150, 409 [1947]. 

R. Honorato, Amer. J. Physiol. 150, 381 [1947]. 
° A. de Vries, B. Alexander u. R. Goldstein, Blood 4, 247 [1949]. 
11 B. Alexander, A. de Vries u. R. Goldstein, Blood 4, 739 [1949]. 
12 B. Alexander u. A. de Vries, Blood 4, 747 [1949]. 
13 B. Alexander u. A. de Vries, Blood 4, 752 [1949]. 
14 B. Alexander u. G. Landwehr, Amer. J. Physiol. 159, 322 [Nov. 1949]. 
15 B. Alexander, A.de Vries, R. Goldstein u. G. Landwehr, Science 


[New Re 109, 545 [1949]. 
W. H. Seegers u. R. C. Murphy, Amer. J. Physiol. 154, 134 [1948]. 


7 
66, 33 


8 
9 
1 
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auch die Schaffung eines begrifflich neuen Terminus rechtfertigen 


kénnte. 

Nach Alexander, deVries und Goldstein™ ,,wird die Aktivitat des 
S. P. C. A. ausgedriickt durch die Zunahme der Prothrombin-Aktivitat in Prozent 
einer Mischung von Normalplasma und Serum iiber die algebraische Summe der 
Prothrombinaktivitat der einzelnen Komponenten“. — ,,Vor dem Test!? wird 
das fragliche Serum etwa 1 Stde. nach der Gerinnung oxaliert und fiir 1/, Stde. 
bei 37 C gehalten, um die Wirkung des Thrombins auszuschalten.“ Die Pro- 
thrombin-Aktivitét der Mischung und der einzelnen Komponenten wird nach 
einer Modifikation der Einstufen-Methode!® getestet (Prinzip von Rosenfield 
und Tuft??: 0,1 ccm Testlésung, 0,9 com Bariumsulfat-Plasma, dann Bestimmung 
der Prothrombinaktivitét der Mischung nach Quick) *. 

Die Bestimmung des Serum-Accelerator-Globulins von Seegers und Mitarb. 
beruht auf der 2-Stufen-Methode. Eine Mischung von gereinigtem Prothrombin, 
Thrombokinase und Calciumchlorid wird mit der Accelerator-Globulin-Lésung 
fraglicher Aktivitét versetzt und die durch die Beschleunigung des Reaktions- 
ablaufes erfolgte Steigerung der Prothrombin-Aktivitaét nach einer bestimmten 
Zeit gegen Testkurven ausgewertet. 


Methodik 


Bei der Prothrombintestung kamen zur Anwendung: Das Prinzip der Ein- 
stufenmethode nach Quick in der Modifikation von Shapiro!® das Prinzip der 
Methode nach Rosenfield und Tuft?’ und einige selbstgewahlte Gerinnungs- 
kombinationen. 

Reaktionslésungen : 

. »Labiler Plasmafaktor“!: Bariumsulfat-Plasma nach Rosenfield und Tuft!? 
von Rind. 

. »,Serum-Prothrombin-Conversion-Accelerator‘‘ nach de Vries, Alexander 
und Mitarb.?° aus frischem Rinderserum. 

. Bariumsulfat-Serum nach dem Prinzip von Rosenfield und Tuft?’. 

. Sogenannte gereinigte S. P. C. A.-Lésung nach Alexander und Landwehr", 

. Frisches, humanes Oxalatplasma: ein Volumen 0,1-m.Natriumoxalat-Lésung 
auf 9 Volumen Blut; 10 Min. bei 2500 Touren zentrifugieren. 

. Gealtertes Plasma: Humanes Oxalatplasma mit normaler Prothrombinaktivi- 
tat wird 8 Wochen bei 1—4°C aufbewahrt. 

. Thrombokinase: 4-proz. Suspension von acetongetrocknetem Humanhirn in 

Lésung 8, 15 Min. bei 50° C unter mehrfachem Schiitteln aktiviert. 

. Veronal-Natriumacetat-Puffer py 7,25 nach Michaelis?®. 
. Fibrinogen: 0,5-proz. Lésung von Fibrinogen (Behringwerke) in 0,9-proz. 

NaCl-Lésung. 

. Gereinigte Prothrombin-Lésung: enthalt 44 TE/ccm in 0,9-proz. NaCl-Lésung; 

im Versuch 1:1 mit Pufferlésung verdiinnt. 

. Gereinigte Thrombin-Lésung: enthalt 44 TE/ccm in 0,9-proz. NaCl-Lésung. 


* Bei Untersuchungen an 95 Normal-Personen ergaben sich fiir den soge- 
nannten S. P. C. A. Werte zwischen 43 und 271 (!)". 

17 R. E. Rosenfield u. H. S. Tuft, Amer. J. clin. Pathol. 17, 405 [1947]. 

18 E.D. Warner, K.M. Brinkhous u. H. P. Smith, Amer. J. Physiol. 
114, 667 [1936]. 

19 §. Shapiro, Exper. Med. & Surg. 2, 103 [1944]. 

20 L. Michaelis, Biochem. Z. 284, 139 [1931]. 
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Ergebnisse 
Tab. 1. Versuch I. 
Acceleratoreffekt von Lésung 1, 2, 3 und 4 auf frisches, humanes Oxalatplasma. 
oes Zeta | prot | Bette | "ban 
sat ane Quick aT be Effekt** 
Sek. | 9% % % 
a) Plasma unverdiinnt ...... 20,6 100 100 —_ 
b) Plasma 50-proz. mit 0,9-proz. 
NaCl verdiinmnt ........ 33,0 50 50 — 
c) Plasma 25-proz......... 50,5 25 25 — 
d) Plasma 50-proz., ,,Labiler Plasma- 
PTR iss eSx cs arts 22,0 89 25 64 
e) Plasma 50-proz., ,,S. P.C. A.“ aa 18,5 125 25 100 
f) Plasma 50-proz., Bariumsulfat- 
DeiehSrsids isha set rhs.nw 32,1 55 25 30 
g) rg yt 50-proz., ,,gereinigte 
8. P. C. A.-Lésung“ 44... .. Spontangerinnung nach 1 Min. 





* Bestehende bzw. nach der Verdiinnung berechnete Prothrombin-Aktivitat. 
** Steigerung einer bestehenden Prothrombin-Aktivitat (auf der jeweiligen 


Thrombokinase-Testkurve abgelesen). 




















Tab. 2. Versuch II. 
Accelerator-Effekt von Lésung 1, 2, 3 und 4 auf gealtertes Plasma. 

Substrat Zeit nach Prive aa Gobalt™ vain 
Quick en Effekt 

Sek. % % % 

a) Gealtertes Plasma (G. P.) . | 67,2 21 21 om 

b) G.P., ,,Labiler Plasmafaktor* aa 17,7 130,5 10,5 120 

co) G: BP: Ferro ae es! 16,2 150,5 10.5 140 
d) G. P., Bariumsulfat- a aa. 31,8 54 10,5 43,5 

e) G.P., ,,gereinigte S. P. C. A.-L6- 

WANE GEO. Saree Retin aaees 30,4 57 10,5 46,5 


Tab. 3. Versuch III. 
Differenzierung von ,,S. P.C. A.-Wirkung“ und der Wirkung des ,,Labilen Plasma- 




















Faktors‘‘. 
Substrat Zeit nach aktivieas |,,Gehalt” ‘balla 
Tr Quick a ao Effekt 
Sek. % ~ % 
a) G.P. 0,1 com 
,Labiler Plasma-Faktor‘’ 0,9 ccm 29,0 61 2,1 58,9 
b)G. B. 0,1 ccm 
Pe Ae 0,1 com 17,8 130 > | 127,9 
»,Labiler Plasma-Faktor“ 0,8 ccm 
c) G.P. 0,1 com 
Bariumsulfat-Serum 0,1 ccm 31,6 54 2 | 51,9 
»,Labiler Plasma-Faktor“‘ 0,8 com 
d) G.P. 0,1 ccm 
»gereinigte S.P.C.A.-Lé- 16,1 150 2,1 147,9 
sung“ 0,1 com 
»Labiler Plasma-Faktor“ 0,8 com 
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Aus den Versuchen I—III (Tab. 1 —3) ist ersichtlich, daB der sogen. 
S. P. C. A.-Faktor ebenso wie das von ihm durch Bariumsulfat befreite 
Serum einen deutlichen Acceleratoreffekt auf frisches und auf gealtertes 
Plasma ausiiben kann. Der ,,S. P. C. A.-Effekt“‘ ist besonders deutlich 
in Gegenwart des labilen Plasmafaktors, d. h. bei der Einwirkung 
auf frisches Normalplasma oder bei Gegenwart eines Uberschusses 
von Bariumsulfat-Plasma nach der Anordnung von Rosenfield und 
Tuft’. 

Die Wirkung des sogen. S. P.C. A.-Prinzips ist gegen die Ac- 
celerator-Wirkung des labilen Plasmafaktors zu differenzieren: Im 
Vers. IIIa zeigt sich ein Ac.-Globulin-Effekt von 58,9°%, der sich durch 
Austausch von 0,1 ccm des labilen Plasmafaktors durch 0,1 ccm ,,S. P. 
C. A.“ auf 127,9% steigern laBt, wihrend Austausch gegen 0,1 com 
Bariumsulfat-Serum (Vers. IIIc) eher zu einem Riickgang des Ac.- 
Globulin-Effektes fiihrt. 

Somit hatte es den Anschein, als ob in dem ,,S. P. C. A.-Faktor“ 
tatsichlich ein neuartiges Prinzip aufgefunden worden wire. Zweifel 
hieran tauchten hingegen bei unseren Versuchen auf, als sich zeigte, 
daB eine Charge des gereinigten sogen. S. P. C. A., die in einer 5-proz. 
Natriumcitrat-Lésung gestanden hatte, plétzlich Thrombinwirkung 
aufwies und 50-proz. Frischplasma spontan gerinnen lieB (Vers. Ig). 
Wir hatten das Serum nach der ersten Mitteilung von de Vries und 
Mitarb.1° zunachst 24 Stdn. mit Thrombokinase behandelt, um es ,,frei 
von Prothrombin und reich an 8. P.C. A.zu machen‘‘. Durch die Barium- 
sulfat-Absorption erwies sich, daB dennoch Spuren von Prothrombin in 
dem Serum enthalten waren, die im Eluat?! spontan in Thrombin iiber- 
gingen. Hieraus ergab sich die Vermutung, daB die sogen. S. P. C. A.- 
Wirkung mit der Wirkung von Thrombinspuren in Verbindung zu brin- 
gen ware. 

Nach Klein und Seegers”? verschwindet zwar der gréBere Teil 
eines Quantums Thrombin, das defibriniertem Plasma zugesetzt wird, 
innerhalb von 30 Min.; meBbare Spuren bleiben jedoch iiber Stunden 
nachweisbar. 

Da im Thrombokinase-behandelten Serum Prothrombin noch nach 
24 Stdn. auffindbar war, sind somit Spuren von Thrombin bei dieser 
Prozedur zumindest nicht ausschlieBbar, auch wenn das ,,S. P. C. A.- 
Substrat‘‘ nach einer Oxalierung fiir weitere 30 Min. ,,zur Ausschaltung 
des Thrombins“‘!? inkubiert wurde. 

Einen Hinweis auf die Wirkung von Thrombin-Spuren 
auf den Gerinnungsvorgang gibt Vers. IV (siehe Abb. 1). 

Ein unterschwelliges Quantum Thrombin (kein sichtbarer Ge- 
rinnungseffekt auf das im Versuch verwandte Quantum Bariumsulfat- 


21 W. H. Seegers, Circulation I, p. 2 [1950]. 
22 P. D. Klein u. W. H. Seegers, Blood V, 742 [1950]. 
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Plasma) ergab bei Anwesenheit einer konstanten Menge des labilen 
Plasmafaktors Steigerungseffekte auf die Menge des aus einem ge- 





| 
















































































fl =| i 
Q1 a2 3 OY 06 48 10 12 ccm 


Abb. 1. Thrombinwirkung auf den Accelerator-Effekt von Bariumsulfat-Plasma 
in Gegenwart steigender Mengen Prothrombin. 
0,2 com Thrombin-Lésung (0,1 TE) in Puffer (in der Kontrollreihe 0,2 ccm Puffer) ; 
0,1—1,0 ceom Prothrombinlésung (40 TE/ccm; 0,8 ccm Bariumsulfat-Plasma. End- 
Volumen 2,0 ccm durch Auffiillung mit 0,9-proz. NaCl-Lésung (Temp. 18—22° C). 
Bestimmuug der Prothrombinaktivitét nach Quick; 0,2 cem des Reaktions- 
gemisches zu 0,4 ccm CaCl,-Thrombokinase-Mischung (Temp. 42° C). (0,2 ccm 
0,025-m. CaCl,-6H,O + 0,2 com 4% Thrombokinase-Lésung.) 
I: Ohne Thrombin, II: mit Thrombin. Abszisse: Prothrombinmenge in ccm, 
Ordinate: Gerinnungszeit in Sekunden. 


reinigten Prothrombinpraparat gebildeten Thrombins, die bei ansteigen- 
den Quanten des zugegebenen Prothrombins deutlich zunahmen. Der 
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Steigerungseffekt (gemessen an der Menge Prothrombin-Lésung, die 
der Zunahme der Prothrombin-Aktivitét entsprach) betrug bei dem 
Quantum 


0,1 cem Prothrombinlésung 0,12 ccm 
bei 0,3 com Prothrombinlésung 0,23 ccm 
bei 1,0 cem Prothrombinlésung 0,3 ccm. 


Nach der Zugabe des Thrombins zum Reaktionsgemisch dauerte 
es eine gewisse Zeit, bis sich bei der Bestimmung der Prothrombin- 
Aktivitét nach Quick der Steigerungseffekt zeigte (siehe Kurven 1—7, 
Abb. 2). Der Effekt war um so friiher zu beobachten, je gréBer die zu- 
gegebene Prothrombinmenge war — wahrscheinlich, weil bei einer 
hdheren Prothrombinkonzentration in der Reaktionsmischung bei der 
Bestimmung der Prothrombinaktivitaét nach Quick friiher zusiatzliche 
Mengen Thrombin entstehen kénnen, die an der optimalen Aktivitats- 
steigerung des Acceleratorglobulins mitwirken. 
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Abb. 2. Gerinnungszeit in Sek. (Ordinate) nach Zugabe steigender Mengen von 
Prothrombin-Lésung. Die Abszisse zeigt die Aktivierungszeit in Min. nach Throm- 
bin-Zugabe. 
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Fortsetzung von Abb. 2. 
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Das Zustandekommen dieses Accelerator-Effektes des 
Thrombins zeigt Vers. V: 


A) ,,Labiler Plasmafaktor“ 2 ccm 
Thrombinlésung lccm (15 TE), enthalt 50% Puffer (Lésung 8) 
B) Bariumsulfat-Serum 2 cem 
Thrombinlésung leem (15 TE), enthalt 50°, Puffer 
A-Kontrolle: ,,Labiler Plasmafaktor“‘ 2,0 ccm 
0,9-proz. NaCl-Lésung 
dsung 8 aa 1,0 ccm 
B-Kontrolle: Bariumsulfat-Serum 2,0 ccm 
0,9-proz. NaCl-Lésung 
Loésung 8 aa 1,0 ccm 
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Die Réhrchen werden 15 Min. in einen Thermostaten (37°C) gestellt und 
nach Abdrehen des Fibrins im Réhrchen A weitere 30 Min. darin belassen. 

Zu jeweils 0,3 ccm aus den einzelnen Réhrchen werden 0,2 ccm Prothrombin- 
lésung (Lésung 10) und 1,0 ccm Fibrinogenlésung (Lésung 9) gegeben und die 
Prothrombinzeit der Mischung nach Quick bestimmt. 


Ergebnis: 
Prothrombinzeit nach Quick 





Reihe 1 | Reihe 2 
sorption mit sorption mit 
* 3°/, Ba- 10°/, Ba 
% Sulfat Sulfat 
A) ,,Labiler Plasmafaktor“| 32,8 4 50,8 x 58,6 
Thrombinzugabe 
A-Kontrolle 52,8 y 74,9 y 63,1 
,,Labiler Plasma- 
faktor“ 
B) Bariumsulfat-Serum 64,3 
Thrombinzugabe 
B-Kontrolle 66,3 
Bariumsulfat-Serum 


In der Reaktionsmischung A zeigte sich erst nach 24 Stdn. ein schwaches 
Fibrinnetz, in der Reaktionsmischung B war es nach 24 Stdn. zu kompletter 
Gerinnung gekommen. Diese Thrombinspuren hatten hingegen keinen EinfluB auf 
die Thrombinausfallung bei der Bestimmung der Prothrombinzeit, wie aus der 
Identitat der Prothrombinzeit von Réhrchen B und B-Kontrolle hervorgeht. 

Der deutliche Acceleratoreffekt des Thrombins auf den ,,Labilen 
Plasmafaktor“ ist ersichtlich. Es zeigte sich hingegen keine Verstarkung 
der Acceleratorfunktion des Bariumsulfat-Serums durch Thrombin, 
obwohl das Bariumsulfat-Serum ahnlich wie das Bariumsulfat-Plasma 
die Prothrombinzeit gealterten Plasmas restaurieren kann. Mithin ist 
auch nicht die evtl. aus Vers. IV ableitbare Annahme gerechtfertigt, 
daB der beschieunigende Effekt des Thrombins durch direkte Einwirkung 
auf Prothrombin zustande kommen kénnte. Vielmehr geht aus Vers. V 
hervor, daB der Acceleratoreffekt des Thrombins nur iiber eine Beein- 
flussung des frischen ,,labilen Plasmafaktors‘‘ zustande kommt. Auch 
die Befreiung des Bariumsulfat-Plasmas von Fibrinogen im Vers. V, 
die nach Carter und Warner® zu einer Steigerung der Wirkung des 
labilen Faktors oder Ac.-Globulins (nach der Nomenklatur von Seegers‘) 
fiihrt, kann nicht die Steigerung des Accelerator-Effektes durch Throm- 
bin allein erkliren. Vers. IV beweist vielmehr, daB diese Steigerungs- 
wirkung des Thrombins durch Einwirkung auf den ,,Labilen Plasma- 
faktor“‘ auch ohne Defibrinierung zustande kommt. 

Den Steigerungseffekf, den der Thrombinzusatz zu dem ,,Labilen 
Plasmafaktor“ bewirkt hatte, konnten wir nur iiber 2—3 Tage verfolgen. 
Dann kam es durch die Verdiinnung und Alterung der Lésungen 
bedingt zu schnellem Wirkungsabfall des Accelerator-Effektes, der auch 
die urspriingliche Differenz verwischte. 


2 J.R. Carter u. E. D. Warner, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 388 [1950]. 
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Ferner ist an den Ergebnissen von Vers. V bemerkenswert: Das 
Funktionsprinzip, welches durch Einwirkung von Thrombin auf den 
,,Labilen Plasmafaktor“ entsteht, kann durch ein entsprechendes Quan- 
tum Bariumsulfat nahezu vollig absorbiert werden (siehe Reihe 2 u. 3), 
obgleich das Thrombin nur zum Teil und der ,,Labile Plasmafaktor‘“ 
iiberhaupt nicht durch Bariumsulfat zu beeinflussen ist. 

Diese Méglichkeit der Bariumsulfat-Absorption des fiir die Steige- 
rung des Accelerator-Effektes verantwortlichen Prinzips besteht auch 
fiir das spontan geronnene und spiter mit Thrombokinase und Oxalat 
behandelte Serum. 















































Abb. 3. Versuch VI: EinfluB der Alterung auf unverdiinnte ,,S. P. C. A.“‘-Lésung 
(——) und Ba-Sulfat-Serum (———). Zum Vergleich der Accelerator-Effekt 
von frischem ,,Labilem Plasmafaktor“ ( . Bestimmung der Accelerator- 
Aktivitaét durch Zumischung der Lésungen zu frischem, 50-proz. Normalplasma 4a 
und Prothrombintestung nach Quick. Ordinate: Accelerator-Effekt in °%. 


Vers. VI siehe Abb.3 zeigt die dadurch bedingte Wirkungs- 
differenz zwischen dem sogen. 8. P. C. A. und dem Bariumsulfat-Serum. 
Wahrend unter Aufbewahrung bei Zimmertemperatur die nach Barium- 
sulfat-Absorption zuriickbleibende Acceleratorfunktion des Serums iiber 
lange Zeit im wesentlichen konstant zu verfolgen war, zeigte das 
durch Bariumsulfat absorbierbare Prinzip zunichst einen steilen Wir- 
kungsabfall, um dann mit einer Restaktivitaét annahernd konstant zu 
bleiben. Der Aufbrauch anfinglich noch vorhandenen Prothrombins 
und die véllige Inaktivierung der Thrombinspuren scheinen wesentliche 
Begleitumstiande fiir den initialen Wirkungsabfall zu sein. 
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Diskussion 


Aus den Versuchen geht hervor, da8 der im frichen, oxalatbehan- 
delten Serum zu beobachtende Acceleratoreffekt, der iiber die Wirkung 
des ,,Labilen Plasmafaktors‘ oder Ac.-Globulins hinausgeht und von ihr 
deutlich zu differenzieren ist, experimentell durch Einwirkung von 
geringen Quanten Thrombin auf den ,,Labilen Plasmafaktor‘ repro- 
duziert werden kann. Auf Grund der Ergebnisse laBt sich auch die 
Beobachtung von Owren* erklaren: 

Nach Owren soll der von ihm beschriebene Faktor V (der nach 
der Ansicht von Fahey, Ware und Seegers®® mit dem von diesen 
Autoren beschriebenen Plasma-Ac.-Globulin*, dem ,,Labilen Plasma- 
faktor“ von Quick!, dem Accelerator-Faktor von Fantl und Nance?® 
und dem Plasma-Cofaktor des Thromboplastins von Honorato® 
identisch ist) waihrend des Gerinnungsablaufes in das wirksame, als 
Enzym vorgestellte Prinzip, den Faktor VI, iibergehen. Owren hatte 
gefunden, da8 eine Prothrombin-Reaktionsmischung, bestehend aus 
Prothrombin, Thrombokinase, Calcium und Faktor V prothrombin- 
haltiges Plasma erheblich schneller zur Gerinnung brachte, als eine 
aquivalente Fibrinogenlésung. Die auf diese Weise erhaltene Gerinnungs- 
zeit entsprach der dreifachen Thrombinmenge, die nach dem in den 
Reaktionslésungen enthaltenen Prothrombin zu erwarten gewesen ware. 
Owren hatte hieraus die SchluBfolgerung gezogen, daB durch den Ge- 
rinnungsvorgang aus dem Faktor V ein Prinzip entsteht, das das Pro- 
thrombin des oxalatbehandelten Plasmas zu vermehrter Thrombin- 
bildung aktiviert. Diese Vermutung diirfte auf Grund unserer Beob- 
achtungen dahingehend zu prazisieren sein, daB der Thrombingehalt 
der Prothrombin- Reaktionsmischung durch Einwirkung auf den ,,Labilen 
Plasmafaktor‘‘ des prothrombinhaltigen, als Gerinnungssubstrat ver- 
wandten Oxalatplasmas eine Steigerung des Acceleratoreffektes be- 
wirkt hatte. Die Einwirkung des durch Thrombin gesteigerten Accele- 
ratorfaktors auf das Prothrombin des Gerinnungssubstrates bewirkte 
schlieBlich die erhéhte Gerinnungsaktivitat. 

Fir den sogen. 8S. P.C. A. von de Vries, Alexander und Mit- 
arbeiter?® ist bezeichnend, daB er nicht nach Bariumsulfat-Absorption 
des entsprechenden Plasmas zur Ausbildung kommen soll!*. Gereinigte 
Fraktionen dieses Faktors haben ein Absorptions-Spektrum im ultra- 
violetten Licht, das von Prothrombin-Fraktionen nicht zu unterscheiden 
ist5, Seren von Patienten mit idiopathischer, oder mit einer durch 
Dicumarol bedingten Hypoprothrombinamie zeigten ebenso wie Seren 
von Patienten mit Thrombocytopenie!® und Hamophilie® eine Er- 
niedrigung des sogen. 8. P.C. A. Die Beziehung der Ausbildung dieses 
Prinzips zu der Menge des im Verlaufe der Gerinnung gebildeten Throm- 
bins ist offensichtlich. 

24 P. A. Owren, Acta med. scand. 194 [1947]. 

1948} J.L. Fahey, A. G. Ware u. W. H. Seegers, Amer. J. Physiol. 154, 122 
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Die Methode zum Nachweis des 8. P.C. A. scheint ein uneinheit- 
liches Prinzip zu erfassen: einmal den durch Thrombin gesteigerten 
Acceleratoreffekt des ,,Labilen Plasmafaktors‘‘ als Serum-Ac.-Globulin 
und zum zweiten die Wirkung von Thrombinspuren auf frisch hinzu- 
gegebenen ,,Labilen Plasmafaktor‘‘. Somit ergeben sich zunichst rein 
methodische Zweifel an dem Wert des neuen Terminus. Aus Vers. IV 
laBt sich ableiten, daB im Serum Spuren von Thrombin bei Anwesen-. 
heit von einem sehr geringen Quantum Prothrombin und einem Uber- 
schu8 von ,,Labilem Plasmafaktor‘‘ nur eine sehr geringe Thrombin- 
aktivitét unter Zugabe von Calciumchlorid und Thrombokinase hervor- 
zubringen vermégen. Fiigt man dieses Serum aber zu gleichen Teilen 
zu einem prothrombinhaltigen Normalplasma, so werden diese Spuren 
von Thrombin bei einem Uberschu8 von ,,Labilem Plasmafaktor“ er- 
hebliche Beschleunigungseffekte hervorbringen und eine Prothrombin- 
aktivitét ergeben, die tiber die Summe der in den einzelnen Kompo- 
nenten nachweisbaren Aktivitét hinausgeht. 

Beziiglich der voriibergehenden Steigerung des Acceleratoreffektes 
des ,,Labilen Plasmafaktors‘‘ durch Thrombin befinden wir uns in Uber- 
einstimmung mit den Befunden von Ware, Murphy, Seegers®* und 
Ware, Fahey und Seegers?’. Die Terminologie von Seegers und 
Mitarbeiter und ihre Darstellungsweise des Acceleratoreffektes im Plasma 
und Serum scheinen uns den tatsichlichen Vorgingen am meisten zu 
entsprechen. Hiernach soll Plasma-Ac.-Globulin das Proenzym sein, 
wahrend das Serum-Ac.-Globulin das eigentliche Wirkungsprinzip dar- 
stellt. Thrombin kann das Proenzym in die aktive Form iiberfiihren. 

: ‘ Catt : 
Thromboplastin +- Prothrombin Wistsies Accclaasiie Thrombin 


Thrombi 
Pleane Ac.tiiobulin ———> Serum Ac.-Globulin 


: ‘ Ct+ : 
Thromboplastin +- Prothrombin a a ane a ea Thrombin 


Serum Ac.-Globulin 












































Thrombin 






Fibrinogen > Fibrin 
Gerinnungsschema nach Ware, Fahey u. Seegers*’. 

Der Funktionseintritt des Serum-Ac.-Globulins wire somit bereits 
in der Initialphase des Gerinnungsablaufes anzunehmen, zu einem Zeit- 
punkt, in dem der iiberwiegende Teil der Blutfliissigkeit noch in Form 
von Plasma vorliegt. 

Nach unseren Befunden bewirkt das Thrombin offenbar Verinde- 
rungen im molekularen Aufbau des Plasma-Accelerator-Globulins, 
wodurch eine wirksamere Acceleratoreigenschaft erreicht wird, deren 
funktionstragendes Prinzip durch Bariumsulfat aus dem Serum ab- 


% A.G. Ware, R.C. Murphy u. W.H. Seegers, Science [New York] 


106, 618 [1947]. 
27 A. G. Ware, J.L. Fahey u. W. H. Seegers, Am. J. Physiol. 154, 140 


[1948]. 
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sorbiert werden kann. Auf das zuriickbleibende Serum-Accelerator- 
Globulin ist dann eine erneute Thrombinzugabe ohne Einflu8. Wir sind 
also gezwungen, das Serum-Accelerator-Globulin in zwei Fraktionen zu 
unterteilen, die durch die Eigenschaft der einen, durch Bariumsulfat 
absorbiert zu werden, substantiell voneinander getrennt werden kénnen. 

Die Autoren des 8S. P. C. A. haben indessen fiir eine — die durch 
Bariumsulfat absorbierbare — Fraktion des Serum-Accelerator-Globu- 
lins einen Terminus gewahlt, der den Anschein erweckt, das gesamte 
, Serum-Prothrombin-Conversion-Accelerator‘‘-Prinzip zu umschlieBen. 
— Es ware im Interesse einer prazisen Definition gerinnungsphysio- 
logischer Begriffe zu begriiBen, wenn die Autoren des §.P.C. A. — 
insbesondere hinsichtlich der Prioritét der Seegers’schen Konzeption 
von dem Accelerator-Prinzip im Serum — sich zu einer terminologi- 
schen Korrektion ihres Begriffes entschlieBen wollten. 


Zusammenfassung 


1. Bei der Einwirkung von besonders praparierten Serumchargen 
wurde ein Accelerator-Effekt auf frisches und auf gealtertes Plasma 
festgestellt. 

2. Der Accelerator-Effekt des Serums ist komplexer Natur. 

3. Er ist auch 11/, Stdn. nach der Gerinnung noch zum gréBten 
Teil auf die Wirkung von Thrombinspuren zuriickzufiihren, die den 


Accelerator-Effekt von zugesetztem ,,Labilen Plasmafaktor‘ steigern. 

4. Das durch die Einwirkung von Thrombin auf das Plasma- 
Accelerator-Globulin (oder den ,,Labilen Plasmafaktor‘‘) entstehende 
Wirkungsprinzip kommt bei zunehmenden Mengen anwesenden Pro- 
thrombins stirker zur Geltung. 

5. Es ist anzunehmen, daB auch wiahrend des physiologischen 
Gerinnungsablaufes das Plasma-Ac.-Globulin durch Thrombin in die 
wirksamere Form des Serum-Ac.-Globulins iibergefiihrt wird. 

6. Der stirkere Accelerator-Effekt des mit Thrombin behandelten 
Plasma-Ac.-Globulins konnte experimentell gegeniiber dem unbehan- 
delten Plasma-Ac.-Globulins abgegrenzt werden. 

7. Das fiir die Wirkungssteigerung verantwortliche Prinzip lieB 
sich nahezu quantitativ durch Bariumsulfat absorbieren. 

8. Das nach Bariumsulfat-Absorption zuriickbleibende Serum- 
Accelerator-Prinzip zeigte bei der Einwirkung auf frisches und geal- 
tertes Plasma erheblich geringere Wirksamkeit als das Plasma-Acce- 
lerator-Globulin; es konnte auch durch erneute Thrombinzugabe nicht 
in seiner Ac.-Funktion gesteigert werden. Es war bei Aufbewahrung 
unter Zimmertemperatur etwa 18 Tage wirkungskonstant. 

9. Das sogen. Serum-Ac.-Globulin ist somit in zwei Fraktionen 
zu unterteilen. 

10. Argumente fiir die Inaugurierung eines neuen Terminus ,,S. 
P.C. A.“ waren aus den Versuchsergebnissen nicht abzuleiten. 
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Eine Methode der Proteinhydrolyse bei Anwesenheit 
von Kohlenhydraten* 


Von 
Ernst Kofranyi 
(Aus dem Max-Planck-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Januar 1951) 


Jeder Bausteinanalyse von Eiweif geht eine Hydrolyse voraus 
Bei diesem ProzeB entstehen als Nebenprodukte lésliche und unlésliche 
dunkle Substanzen, die von den Autoren teils als Humine, teils als 
Melanoidine bezeichnet werden. Da diese Substanzen Stickstoff ent- 
halten, kénnen die Verluste der Hydrolyse gréBer sein als die der 
eigentlichen Analyse. ( 

Wahrend wir Mittel haben, die Huminbildung bei der Hydrolyse 
reiner Proteine zu unterdriicken (z. B. durch Titan(III)-chlorid?, durch 
Zinn(II)-chlorid® oder durch Quecksilber(II)-chlorid*),' versagen sie bei 
Anwesenheit gréBerer Kohlenhydratmengen. Gerade die pflanzlichen 
Nahrungsmittel-haben ein fiir die Hydrolyse so ungiinstiges Mischungs- 
verhiltnis von Eiwei8 zu Starke, daB man mit den bisherigen Methoden 
zu keinem analysierbaren Hydrolysat gelangen kann, denn die Amino- 
siuren verfallen in ganz verschiedenem MaSe der Huminbildung. So 
lassen sich z. B. nach Salzséurehydrolyse von Casein in Gegenwart der 
10-fachen Menge Starke weder Lysin, noch Tyrosin, noch Cystin nach- 
weisen, wohl aber Histidin und Arginin. Hydrolysiert man unter sonst 
gleichen Bedingungen bei Abwesenheit von Kohlenhydrat, so kann 
man alle genannten Aminosduren nachweisen, und zwar 

Lysin als Benzoyl-lysin-kupfer 
Tyrosin mit dem Millonschen Reagens 
Cystin mit Nitro-prussid-natrium 
Histidin nach Pauli 

Arginin nach Sakaguchi. 

Auch bei Anwendung der Hydrolysekatalysatoren Titan: -, 
Zinn **, oder Quecksilber :- verschwanden wihrend der Hydrolyse bei 
Anwesenheit groBer Kohlenhydratmengen das Lysin, Tyrosin und Cystin 
quantitativ und es entstanden ebenfalls groBe Mengen von dunkel 
gefarbten Stoffen. 

Uber die Bildungsbedingungen der Humine oder Melanoidine geben eine Reihe 
alterer Arbeiten Auskunft. Voraussetzung ihrer Entstehung ist die gleichzeitige 


Anwesenheit von Aminosaéuren und Zuckern. Schon bei Zimmertemperatur rea- 
gieren diese beiden Stoffe miteinander, denn nach ihrem Vermischen veraindert 


1 Vgl. Naturwiss. 37, 11 [1950] (vorlauf. Mitt.); Angew. Chem. 62, 337 [1950] 
(Vortragsreferat). 

2 M. X. Sullivan u. W. C. Hess, J. biol. Chemistry 117, 423 [1937]. 

3 E. Kofradnyi, diese Z. 283, 2 [1948]. 

4 Nicht publiziert, da Quecksilber als Katalysator keinen Vorteil vor Zinn 
bietet. 
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sich sofort die optische Drehung der Lésungen®. Wird eine Lésung von Amino- 
siuren mit reduzierenden Zuckern erhitzt, so entstehen unter Freisetzung von 
Kohlendioxyd aus dem Kohlenstoffgeriist der Zucker und dem Stickstoff der 
Aminoséuren dunkelgefirbte Substanzen. Aus den Aminoséuren entstehen die 
um 1 C armeren Aldehyde®, In gleicher Weise wie Zucker kénnen dabei Methyl- 
glyoxal, Dioxyaceton und Diacetyl wirken’. Furfurol und Oxymethylfurfurol, 
die unter den Bedingungen der Hydrolyse entstehen, reagieren mit Aminosaéuren 
schon bei tieferer Temperatur als der Zucker®. Vanillin, Piperonal, Acetaldehyd 
geben mit Aminosauren keine Reaktion. 

Diese Beobachtungen konnten bestatigt werden; auBerdem wurde 
gefunden, da8 auch Gluconséure (die aus Glucose quantitativ durch 
Kochen mit Quecksilberoxyd entsteht) nicht mit Aminoséuren reagiert. 

Da es bei reinen EiweiBstoffen gelingt, die Huminbildung durch 
starke Reduktionsmittel zu unterdriicken, wurde zuniachst versucht, 
auch bei Mehl durch Variation der Versuchsbedingungen zu besseren 
Resultaten zu gelangen. AuBer Schwefelsiure und Salzsiure wurde 
Bromwasserstoffsiure, Jodwasserstoffsiure, Fluorwasserstoffséure und 
Phosphorsiure zur Hydrolyse verwendet, mit oder ohne Zusatz von 
Reduktionsmitteln (Sn--, Ti-:-, Formaldehyd, Ascorbinsiéure). Es 
wurde die Konzentration der Saéuren, die Einwirkungsdauer und die 
Temperatur verindert bis zu 30-tigigem Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur mit sehr starken Halogenwasserstoffsiuren. Wenn auch bei 
reinen EiweiBstoffen mit Bromwasserstoffsiure und Jodwasserstoff- 
siure verschiedentlich giimstige Resultate erzielt wurden — dabei be- 
sonders helle Hydrolysate in Gegenwart von metallischem Zinn — so 
war das Ergebnis aller Versuche an Mehl, oder an einem Gemisch von 
Proteinen mit der 10-fachen Menge Starke gianzlich unbefriedigend. Die 
gebildete Huminmenge steigt etwa proportional dem Spaltungsgrad 
des Proteins an und laBt in keinem Falle ein analysierbares Hydrolysat 
entstehen. Das gleiche Resultat ergab sich, wenn man Essigsaure oder 
Ameisensaure, mit oder ohne Zusitzen zu langdauernden Hydrolysen 
verwendete. 

Durch Hydrolyse mit basischen Stoffen, wie Natronlauge, Kali- 
lauge, Ammoniak und Piperidin bzw. mit ihren Gemischen, werden die 
basischen Aminosiuren quantitativ zerstért, wenn man das Eiweif 
geniigend weit aufspaltet. AuBer den basischen werden auch noch weitere 
Aminoséuren angegriffen, wie aus der laufenden Ammoniakbildung 
wahrend der Hydrolyse zu erkennen ist. Die Verluste bei alkalischer 
Hydrolyse sind noch gréBer als bei saurer Hydrolyse. Mit Ammoniak 
allein 148t sich in annehmbaren Zeiten keine Aufspaltung von Protein 
erzielen. 

Versuche durch enzymatische Hydrolyse zu besseren Resultaten 
zu gelangen wurden mit kristallisiertem Pepsin, mit Trypsin und mit 


5 C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Z. 179, 451 [1926]; 182, 273 [1927]. 

6 L. C. Maillard, Ann. Chim. Phys. (9) 5, 1258 [1916]; Sh. Akabori, Ber. 
dtsch. chem. Ges. 66, 139 [1933]. 

7 C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Z. 185, 477 [1927]. 

8 Sh. Akabori, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 144 [1933]. 
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kristallisiertem und rohem Papain, mit nachfolgender Einwirkung von 
Erepsin durchgefiihrt. Der Spaltungsgrad ist mangelhaft, selbst bei 
Zugabe von so groBen Enzymmengen, dab die Bausteinanalyse gestért 
sein muB. Auch bei Spaltungszeiten bis zu einem Monat erreicht man 
keine Endspaltung. In dieser Beziehung bestehen zwischen der Ge- 
schwindigkeit der Aufspaltung von Protaminen, die in einigen Stunden 
vollzogen ist und der Aufspaltung der letzten 10°/ des Glutens Unter- 
schiede von der GréBenordnung 10°—10*. 

Nach all diesen Erfahrungen kommt fiir den praktischen Zweck der 
Bausteinanalyse von Proteinen nur die Hydrolyse mit Saéuren in Frage, 
die wenigstens bei reinen Proteinen unter gewissen Bedingungen zum 
Ziele fihrt. Dann aber muBte unter allen Umstinden die gleichzeitige 
Anwesenheit von freier Glucose und freien Aminosiuren vermieden 
werden. 

Das Problem der verlustlosen EiweiShydrolyse’ konzentriert sich 
daher auf die Frage, ob es gelingt, die Kohlenhydrate zu beseitigen, 
bevor sich Aminosauren bilden kénnen. Es mu8te darum ein Verfahren 
gefunden werden, das die schnellere Aufspaltung der Kohlenhydrate 
bei Saéurehydrolyse auszuniitzen gestattet. Nach vielen Vorversuchen 
zeigte es sich, daB 5-n.Ameisensiure in mehreren Stunden Starke zu 
leichtléslichen Produkten abbaut, ohne da8B die Proteine weiter als zu 
Peptiden gespalten werden und auch dies nur im geringen Umfang. Um 
die gebildete Glucose unschadlich zu machen, kénnte man die Oxydation 
mit gelbem Quecksilberoxyd zu Gluconsiure verwenden, die bei an- 
schlieBender Hydrolyse mit starker Salzsiure keine Huminbildung mehr 
hervorruft. Leider sind die benétigten Mengen an Quecksilberoxyd so 
groB (z. B. 30 g HgO auf 10g Mehl), da8B es unméglich ist, das Queck- 
silber als HgS oder Hg,Cl, zu entfernen ohne wesentliche Mengen von 
Aminoséuren durch Adsorption zu verlieren. 

Dagegen fiihrt ein anderer, verhiltnismaBig einfacher Weg zum 
Ziel. Nach der Ameisensaéurehydrolyse und Abtrennung der Cellulose- 
fasern kénnen die EiweiBstoffe nebst allenfalls vorhandenen Peptiden 
und Aminosauren mit Quecksilberacetat in sodaalkalischer Lésung nach 
C. Neuberg ausgefallt werden®, wihrend die Kohlenhydrate in Lésung 
bleiben. Die von den Kohlenhydraten befreiten EiweiBstoffe werden 
hierauf ohne Huminbildung mit starker Salzsiiure zu Ende hydrolysiert, 
wobei das anwesende Quecksilber als Hydrolysebeschleuniger dient. 

Die Bedingungen dieser Methode wurden im einzelnen studiert. 
Wie Vorversuche zeigten, braucht man zur vdlligen Aufspaltung von 


Tab. 1. Spaltung von Starke durch siedende Ameisensdure in %. 





























Stunden 4 6 8 10 12 | 14 16 | 18 21 
50-proz. Saure| 82,9 | 92,8 | 98,2 | 100 may oo és | EX. i 
— | 56,6] 73,9 | 844| — | 95,2] — | 100 | 99,2 


23-proz. Saure 


® C. Neuberg u. J. Kerb, Biochem. Z. 40, 498 [1912]; 67, 119 [1914]. 
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Stirke zu Glucose mit 5-n.Ameisensiure etwa 18 Stdn. (Tab. 1). Mit 
stiirkerer Ameisensaure erreicht man in kirzeren Zeiten die Endspaltung, 
nimmt aber bei Anwesenheit von 10% EiweiB tief dunkle Verfairbungen 
des Hydrolysates in Kauf, waihrend die Verfairbung bei Anwendung von 
5-n.Ameisenséure ganz geringfigig (zart gelblich) ist. Auch EiweiB8 wird 
durch kochende 5-n.Ameisenséure angespalten wie Tab. 2 zeigt. Man 


Tab. 2. Spaltung von Casein durch 5-n. Ameisensiure. 




















Stunden 8 12 18 22 
Amino-N in % des 
eS, ee 8,9 14,9 22,1 25,0 


kann aber annehmen, daB keine nennenswerten Mengen von freien 
Aminosiuren auftreten, da bei der Hydrolyse in Gegenwart von Starke 
keine dunkle Farbung eintritt. 

Es ist nicht vorteilhaft, die vollstaéndige Aufspaltung der Starke 
zu Glucose bei der Vorhydrolyse mit 5-n.Ameisensiure abzuwarten. 
Es geniigt, wenn bis auf die Rohfaser alles Kohlenhydrat in Lésung 
gegangen ist, so daB es bei der nachfolgenden Neuberg-Fallung nicht 
mitfallt. Eine Entscheidung dariiber, ob geniigend lange vorhydrolysiert 
wurde, gibt erst das Resultat der nachfolgenden Salzsiurehydrolyse. 
Wenn eine zu dunkle Farbe auftritt, mu8 man annehmen, daB bei der 
Neuberg-Fallung Kohlenhydrate mitgerissen wurden, daB also ihre Auf- 
spaltung nicht weit genug getrieben war. Zu lange Hydrolyse mit 
Ameisensiure fiihrt andererseits zu unn6tig weiter Aufspaltung des an- 
wesenden Proteins, wobei kleine Mengen freier Aminosiuren auftreten 
kénnen. Das einzige Kriterium ist die Farbung des Endhydrolysates 
(Tab. 3). Nach den gemachten Erfahrungen geben Vorhydrolysate von 
7 bis 9 Stdn. Dauer die hellsten Hydrolysate; sie verschlechtern sich bei 
zunehmender Dauer der Vorhydrolysate aber nur langsam. 


Tab. 3. Abhangigkeit der Farbe des Endhydrolysates von der Dauer der Vor- 
hydrolyse mit 5-n. Ameisensiure. 














Stunden | Mehl I | Mehl II 
3 dunkel oo 
6 hell braun dunkel 
7 hell teefarben 
8 oo hell 
9 hell teefarben 
10 teefarben _— 
18 dunkel teefarben kraftig teefarben 


Nach der Entfernung der Rohfaser (in der Hauptsache Cellulose) 
werden Proteine und Peptide nach C. Neuberg als basische Queck- 
silbersalze der entsprechenden Carbaminosiuren gefallt®. Die Fallung 
ist nicht vollstindig. Nach C. Neuberg werden bei Aminosiéuren, Pep- 
tiden oder Proteinen im Mittel 96—97°%, gefillt, die Verluste betragen 
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also 3—4% — mit Ausnahme von Prolin und Oxyprolin, die 25% Ver- 
luste aufweisen. Durch Einsparen an wiabriger Losung kann man die 
Verluste bei Hydrolysaten reiner EiweiBstoffe oder bei kiinstlichen Ge- 
mischen von Aminosaiuren auf 2—3° driicken. Uberraschenderweise 
liegen die Stickstoffverluste bei Fallung von Getreide- oder Kartoffel- 
mehlhydrolysaten héher, und zwar zwischen 3 und 6%. Da vermutet 
wurde, daB die Verluste eiweiBfremden Stickstoff betreffen, wurde das 
Fallungsverhalten verschiedener Purine untersucht. Diese Stoffe sind 
an sich schwer léslich. Es scheint so, als ob ihre Fallbarkeit unter den 
Bedingungen der Neuberg-Fallung von dem Vorhandensein einer freien 
Aminogruppe abhangt (Tab. 4). In keinem Falle ist sie ahnlich groB 
wie die der Aminosaéuren, Peptide und Proteine. Die Anwesenheit von 
Purinen ware also in der Lage die gréBeren Verluste in den genannten 
Mehlen zu erklaren. 


Tab. 4. Bei Neuberg-Fallung bleiben vom gelésten Purin-N folgende Mengen 
in der Mutterlauge: 


ie re ie gil A RT 52% 
bom stigk SI! Ss 41% 
MPR aisle oe) << 86% 
(SS Se ee ee 96% 


verbindungen werden nun in starker Salzsiure aufgelést und durch 
Kochen binnen 2 Stdn. vdéllig aufgespalten. Bei Abwesenheit von Queck- 
silber waren dazu 12 Stdn. nétig; QuecksilberII-Salze wirken ebenso 
wie ZinnII-Salze als starke Hydrolysenbeschleuniger. Das Quecksilber 
wird nachher durch Fallung mit Schwefelwasserstoff entfernt. 

Um festzustellen, wie weit Aminosiuren bei dem eben beschriebenen 
Verfahren geschédigt werden, wurden folgende 18 der Quecksilber- 
Salzsiurehydrolyse unterworfen : 


Glycin Serin Methionin Asparaginséure 
Alanin Threonin Cystin Glutaminsaure 
Valin Prolin Lysin Aminobuttersaure. 
Leucin Phenylalanin Arginin 

Tsoleucin Tyrosin Histidin 


Es wurden alle vollstandig wiedergefunden, mit Ausnahme des Cystins. 
Dieses wird durch Kochen mit Salzsiure bei Anwesenheit von Queck- 
silbersalzon véllig zerstért, wahrend das Methionin ganz erhalten bleibt. 
Der Stickstoff des Cystins wird quantitativ als Ammoniak wiedergefun- 
den, sein Schwefel quantitativ in elementarer Form, gut filtrierbar und 
zum Wagen geeignet. 

Die neue Methode wurde sowohl an kiinstlichen Gemischen von 
EiweiBstoffen (Casein, Ovalbumin, Gelatine) mit der 10-fachen Menge 
Starke als auch an Mehlen von Getreide und Kartoffeln durchprobiert. 
In allen Fallen wurden helle Hydrolysate erhalten, die zur nachfolgenden 
Bausteinanalyse gut geeignet waren. Bei der Papierchromatographie 
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wurden in einem Caseinhydrolysat 19 Komponenten, in einem Mehl- 
hydrolysat 16 Komponenten aufgefunden und identifiziert. 

Eine Ubersicht iiber die Verluste bei dem neuen Hydrolyseverfahren 
gibt Tab. 5. Der in der Rohfaser verbliebene Stickstoff ist nur bedingt 


Tab. 5. Verluste in % an N-haltiger Substanz bei der neuen Hydrolysemethode. 




















Nr in der in der im Queck- 
: Rohfaser | Mutterlauge | silbersulfid 
1 Casein + 10-fache Menge -- 2,45 1,98 
2 Starke -- 2,29 1,68 
3 3,02 1,47 
4 0,61 5,31 1,52 
5 Weizenmehl ........ 0,76 5,63 1,71 
6 0,81 5,77 1,70 
7 Kartoffelmehl ....... 1,67 3,21 2,25 
8 Weizenkleie ........ 6,60 5,96 1,69 














als Verlust anzusprechen, denn er gehort zweifellos unverdaulichen Ver- 
bindungen an, die fiir die Nahrungsmittelanalyse ohne Bedeutung sind. 
Bei den in der Mutterlauge der Neuberg-Fallung verbliebenen Stickstoff- 
substanzen handelt es sich teils um echte, teils um unechte Verluste. 
Wie oben gezeigt wurde, fallen Purine nicht oder nur teilweise mit den 
Proteinen bzw. Aminoséuren. Auch andere stickstoffhaltige Substanzen 
werden sich nicht so wie EiweiBkérper verhalten; ihre Verluste sind fir 
die Aminosaéureanalyse belanglos. Echte Verluste sind bloB dann stérend, 
wenn sie nicht anteilmaBig sind, d.h. wenn sie verschiedene Amino- 
sdiuren in verschiedenem Grade betreffen. Bei der Neuberg-Fallung ist 
mit anteilmaBigen Verlusten zu rechnen, ganz gleichgiiltig, ob es sich 
um verschiedene Aminosiuren, Peptide oder Proteine handelt®, mit 
Ausnahme von Prolin und Oxyprolin, die wesentlich héhere Verlust- 
zahlen aufweisen — wenn sie frei vorliegen. Da aber bei der Vorhydro- 
lyse mit Ameisensiure kaum mit dem Auftreten freier Aminosdéuren 
zu rechnen ist, wird auch kein freies Prolin oder Oxyprolin die propor- 
tionale Verteilung der Verluste stéren. 

Anders ist es bei den Adsorptionsverlusten am Quecksilbersulfid. 
Hier handelt es sich um die Adsorption freier Aminosiuren, die nach 
allen Erfahrungen selektiv erfolgt. Wie weit sie im Falle des Quecksilber- 
sulfides selektiv ist, konnte bisher nicht untersucht werden, da sich die 
festgehaltenen Aminosaéuren nicht mehr eluieren lieBen. Nach den Er- 
fahrungen an anderen Adsorptionsmitteln pflegen die Unterschiede in 
der Adsorption der einzelnen Komponenten nach einmaliger Adsorp- 
tion wesentlich geringer zu sein als bei wiederholter Adsorption wie sie 
etwa bei der chromatographischen Analyse stattfindet. Man wird danach 
die echten unproportionalen Verluste des gesamten Verfahrens, obwohl 
sie nicht exakt bestimmt wurden, doch als gering ansehen diirfen. 

12* 








Eine Methode der Proteinhydrolyse Bd. 287 (1951) 


Die Durchfiihrung der Hydrolyse 


12 g Weizenmehl (etwa 1 g Protein entsprechend) werden mit 200 ccm einer 
5-n.Ameisensdure glatt verriihrt und am RiickfluBkiihler etwa % Stde. im 
siedenden Wasserbade zwecks Auflésung erwarmt. Hierauf wird 8 Stdn. bei kleiner 
Flamme auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt. Um die Rohfaser zu entfernen, 
wird durch eine Fritte 17 G4 méglichst hei8 abgenutscht und mit heiBem Wasser 
gewaschen. Filtrat und Waschwasser werden im Vakuum zur Trockene eingedampft, 
hierauf im Wasser geliést und wieder eingedampft. Dieser ProzeB ist mindestens 
zweimal zu wiederholen; es ist wesentlich, die freie Ameisensiure vor der Neuberg- 
Fallung fast ganz zu vertreiben. 

Folgende Lésungen sind fiir die Fallung erforderlich: 

a) 10-proz. Natriumcarbonatlésung; 

b) 25g Quecksilber(II)-acetat werden mit kaltem Wasser auf 100 ccm auf- 
gefillt und nach Zugabe von einem Tropfen EHisessig mehrere Stunden lang 
geschiittelt. (Zu stark saure Lésungen erfordern zu viel Soda zur Neutrali- 
sation und beeintrachtigen durch zu groBes waGriges Volumen die Voll- 
standigkeit der Fallung.) 

c) 95-proz. Athylalkohol, unvergiillt. 

Bei der Fallung mu8 man mit dem Volumen der wafrigen Lésungen méglichst 
sparen. Man lést den stark eingedampften Sirup in kleinen Portionen der Soda- 
lésung und bringt das py auf 7—8. Um das Schaumen zu unterdriicken, setzt man 
vor Beginn der Fallung einige ccm Alkohol hinzu. Nun werden abwechselnd kleine 
Mengen (etwa 1ccm) der Quecksilberlésung und der Sodalésung bei standiger 
Px-Kontrolle zugegeben. Es fallt ein weiBer Niederschlag. Sobald er gelb wird, 
ist die Fallung beendet. Das py muB staéndig zwischen 7 und 8 liegen. Man notiere 
die Menge der verbrauchten waBrigen Liésungen (etwa 50—100 ccm) und fiige die 
2—3-fache Menge Alkohol hinzu. Nach beendeter Fallung wird etwa 3 Stdn. 
stehen gelassen, dann der Niederschlag abzentrifugiert. Er wird zweimal mit einer 
kleinen Menge (etwa 40 ccm) eines Alkohol-Wasser-Gemisches 1:1 gewaschen. 
Die Waschfliissigkeiten werden zu der Mutterlauge der Quecksilberfallung gefiigt 
(,,Zuckerlésung“). 

Der Quecksilber-Protein-Niederschlag wird in 100 ccm rauchender Salzsaéure 
gelést und mit aufgesetztem Riickflu8kihler 3 Stdn. auf dem Drahtnetz gelinde 
gekocht. Nach dem Verdiinnen auf das doppelte Volumen wird Schwefelwasser- 
stoff eingeleitet bis der gebildete Sulfidniederschlag kérnig geworden ist. Nun wird 
abzentrifugiert und das Quecksilbersulfid so lange mit heiBem Wasser gewaschen, 
bis das letzte. Waschwasser keine positive Ninhydrinreaktion mehr ergibt (8—10- 
mal). Die Waschwasser sind mit dem Hydrolysat zu vereinigen und im Vakuum 
2—3-mal bis zum Sirup einzudampfen, um den Schwefelwasserstoff und den 
UberschuB an Salzsaure zu entfernen. Nach dem Auflésen des Sirups ist es manch- 
mal notwendig, ausgeschiedenen Schwefel durch ein kleines Filter abzufiltrieren. 
Das auf 200 ccm aufgefiillte Hydrolysat darf héchstens hell teefarben sein. 

Es ist zweckmaBig auf die Notwendigkeit einer exakten Einhaltung dieser 
Vorschrift hinzuweisen. Anfangs kam es z. B. dfter vor, daB die Neuberg-Fallung 
groBe Volumina von Sodalésung erforderte und das Endhydrolysat unertraglich 
dunkel wurde. Es lag dies an der ungeniigenden Entfernung der Ameisenséure 
bzw. an einer zu stark sauren Quecksilber(II)-acetatlésung. Die sauber durch- 
gefiihrte Neuberg-Fallung ist Voraussetzung fiir das Gelingen der Hydrolyse. 


Zusammenfassung 
Die Aminosiureanalysen von kohlenhydrathaltigen Nahrungs- 
mitteln (z. B. Mehl) wurden durch die groBen Verluste, die bei ihrer 
Saurehydrolyse entstehen, vereitelt, da die gleichzeitige Anwesenheit 
von Zucker und Aminosiéuren wihrend der Hydrolyse groBe Mengen 
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von Huminen (Melanoidinen) entstehen laBt. Verf. hat eine Methode 
ausgearbeitet, die es erméglicht, huminfreie Hydrolysate auch bei 
kohlenhydrathaltigen Stoffen zu erhalten. Die Grundlage hierzu bildet 
die gesonderte Hydrolyse fiir Kohlenhydrate und EiweifSstoffe: durch 
5-n. Ameisensaiure wird die Starke gespalten und das Protein in Lésung 
gebracht, wahrend die Cellulose zuriickbleibt und abfiltriert werden 
kann. Die Proteine werden hierauf durch Fallung nach C. Neuberg 
von den Zuckern getrennt und mit Salzsiure zu Ende hydrolysiert, 
ohne da8 Dunkelfarbung des Hydrolysates auftritt. Die entstandenen 
Hydrolysate sind fiir die Aminosiureanalyse gut geeignet. 


Uber den Jodgehalt von Ferkelschilddriisen 
bei enzootischem Myxédem 


Von 
M. K. Zacherl und W. Stéckl 


Aus dem Medizinisch-ch Institut der Tierairztlichen Hochschule Wien 





(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1951) 


Schon vor dem 2. Weltkrieg und, in vermehrtem AusmaB, waihrend 
dieses Krieges wurde in Osterreich ein Ferkelsterben beobachtet, das in 
den Nachkriegsjahren zu sehr schweren Verlusten in den Schweine- 
bestanden einzelner Bundeslander fiihrte. Uber dessen Ursache herrschte 
langere Zeit Unklarheit; Avitaminosen, Kupfer-, Eisen- oder Kobalt- 
mangel, aber auch Parasitenbefall, Schweinepest und mehrere andere 
Schweinekrankheiten wurden damit in Zusammenhang gebracht. Erst 
R. Baumann! lenkte auf Grund seiner Sektionsbefunde den Verdacht 
auf das Vorliegen einer Hypothyreose. 

Funktionsstérungen der Schilddriise sind aber aufs engste mit dem 
Jodstoffwechsel verkniipft. Wir stellten uns daher die Aufgabe, den Jod- 
gehalt von Schilddriisen solcher Ferkel zu untersuchen, die unter den 
Erscheinungen des enzootischen Myxédems zugrunde gegangen waren, 
und durch den Vergleich dieser Untersuchungsergebnisse mit dem Jod- 
gehalt normaler Ferkelschilddriisen zur Festigung dieser Diagnose und 
damit auch zur Wahl einer zweckmaBigen Therapie beizutragen. 

Die speziellen klinischen Erscheinungen des enzootischen Myxédems der neu- 
geborenen Ferkel sind folgende: Die Trachtigkeitsdauer bei den sonst vollkommen 
gesund erscheinenden Mutterschweinen ist um die Zeitspanne von einigen Tagen 
bis zu einer Woche verlangert. Das Abferkeln ist meist erschwert, wobei ein Teil 
der Tiere tot geboren wird, wahrend andere lebensschwach zur Welt kommen und 
nach einigen Stunden ebenfalls verenden. Neben diesen kénnen auch durchaus 
normale Ferkel abgesetzt werden, die aber, wenn sie am Leben bleiben, mit zu- 


1 R. Baumann, Wiener Tierarztl. Mschr. 84, 208 [1947]; 84, 264 [1947]. 
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nehmendem Alter eine deutliche Struma und ein Ekzem entwickeln und im tibrigen 
Erscheinungen aufweisen, die beim Menschen als Symptome des Kretinismus 
bezeichnet werden. Die tot geborenen und die lebensschwachen Tiere sind fast un- 
behaart, die Haut, vor allem am Kopf und den Extremititen, ist hochgradig ge- 
rotet, Kopf und Hals sind auffallend verdickt, wobei wulstige Hautfalten Sabie. 
Die noch lebenden Tiere atmen krampfartig, jeder Atemzug verursacht ein eigen- 
artiges Gerausch. Weiters werden volliges Fehlen der Sauglust, Teilnahmslosigkeit 
und unsicherer Gang beobachtet. Bei der Sektion fallt neben der Unterentwicklung 
des Haarkleides auch schon bei den tot geborenen Tieren eine maéBige VergréBerung 
der Glandula thyreoidea auf. Die Haut ist 6dematés und zeigt eine Verbreiterung 
der Cutis und Subcutis. Die bakteriologische Untersuchung verlief in allen Fallen 
negativ. Liebisch? berichtete iiber die histologische Untersuchung von Schild- 
driisen solcher myxédematéser Ferkel. Er konnte hierbei zwei Formen unter- 
scheiden. Zum Teil ergaben sich histologische Bilder, die den von Junkmann?® 
nach Zufuhr von thyreotropem Hormon beschriebenen ahnlich sind, wie sie auch 
Sunder-Plassmann* nach kiinstlicher Aktivierung der Schilddriise fand. Sie 
zeigen hochzylindrisches Epithel mit von der Zellbasis abgeriickten, groBen, hellen 
Kernen. Das Follikellumen ist verengt, stark verzweigt und schlauchformig. 
Kolloid wird nur in Spuren gefunden. Erginzt wird das Bild durch eine deutlich 
ausgepragte Hyperimie. Liebisch spricht hier von ,,iiber die Norm aktivierten 
Driisen“. Die zweite von ihm beschriebene Form gleicht der einer Struma paren- 
chymatosa. Das histologische Bild stimmt mit dem von Blum beim Kohlkropf 
des Kaninchens beschriebenen iiberein. Im Follikellumen finden sich zylindrische 
Epithelstrange, die kleine, unregelmaBige, dunkel gefirbte Kerne besitzen. 

In der Literatur auBerésterreichischer Lander finden sich gleichfalls einige 
Angaben, die sich offenbar auf gehauftes Verenden von Ferkeln gleicher Atiologie 
beziehen. Smith® erzielte 1917 bei trachtigen Schweinen durch Jodfiitterung eine 
bessere Entwicklung der Féten und brachte gleichzeitig das gehauft auftretende 
Ferkelsterben zum Verschwinden. Weiter stellte er fest, da8 im Marz oder April 
geborene Ferkel von der Krankheit mehr befallen werden als solche, die im Mai 
oder Juni zur Welt kommen. In Britisch-Kolumbien, Washington und Montana 
fand Kalkus’? bei vielen Haustieren hypoplastische Schilddriisen. Durch Jodgaben 
wahrend der Trachtigkeit konnte die Kropfanfilligkeit weitestgehend zuriick- 
gedrangt werden. Welch® beobachtete in Montana bei Schweinen eine Krank- 
heit, die alle Symptome des Myxédems zeigte. Durch Jodbehandlung erzielte er 
schéne Erfolge. Weiser und Zaitschek® berichten aus Ungarn, daB durch Bei- 
fiitterung von 125mg Kaliumjodid an die Mutterschweine komplikationslose 
Geburt und bedeutend bessere Entwicklung der Ferkel erreicht werden konnte. 
Mitteilungen iiber das Ferkelsterben in verschiedenen Landkreisen Bayerns, in 
Thiiringen und Wiirttemberg?® zeigen, daB auch dort namhafte Verluste auftraten, 
als deren Ursache Haltungs- und Fiitterungsfehler, Stérungen im Mineralstoff- 
wechsel, Ziichtungsfehler, spezifische Infektionen, Invasionskrankheiten, erbliche 
Erkrankung und Erkrankungen des endokrinen Systems angesehen werden, ohne 
daB es jedoch gelang, dem Ubel therapeutisch ein Ende zu bereiten. Glasser, 
Hupka und Wetzel haben erst in die 1950 erschienene Auflage ihrer Monographie 


2 H. Liebisch, Wiener Tierarztl. Mschr. 35, 193, 249 [1948]. 

7K,J unkmann, Abderhaldens Hdb. d. biochem. Arb.-Meth. Abt. 5, Teil 3B, 
8. 1087. 
4 P. Sunder-Plassmann, Basedow-Studien, Springer-Verlag, Berlin 1947. 

5 F. Blum, Schweiz. med. Wschr. 23, 1301 [1942]. 

6 G. E. Smith, J. biol. Chemistry 29, 215 [1947]. 

7 J. W. Kalkus, Washington Agr. exp. Sta. Bull. 156, 48 [1920]. 

8 H. Welch, Agr. exp. Sta. Bozemann, Montana, Bull. 119 [1917]. 

® St. Weiser u. A. Zaitschek, Biochem. Z. 187, 377 [1927]. 

10 Pschorr, Tierarztl. Umsch. 2, 145—150 [1947]; Habersang, Tierarztl. 
Umsch, 2, 213—214 [1947]; Maier, Tierarztl. Umsch. 2, 243—245 [1947]. 
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Die Krankheiten des Schweines‘‘"! die Jodmangelkrankheit der Ferkel auf- 
genommen, deren Symptome nach den Angaben der genannten Autoren durch 
tagliche Gaben von Jodsalzen in der zweiten Halfte der Trachtigkeit zu verhiiten 
seien. Demgegeniiber zeigen andere Autoren?*, daB die Behandlung von Mutter- 
schweinen und Ferkeln mit verschiedenen Jodpraparaten in Osterreich zu durch- 
schlagenden Erfolgen fiihrte. Ahnliches wird iiber die Behandlung von Schafen 
und Ziegen mit Jod berichtet*. 

Bei Durchsicht der Literatur iiber den Jodgehalt der Schilddriisen bei Haus- 
tieren konnten wir verschiedenste, zum Teil widersprechende Werte finden. Im 
allgemeinen 14B8t sich aus den Literaturangaben folgendes ableiten: 

Die Schilddriise der Carnivoren enthalt wenig, die der Herbivoren relativ 
viel Jod. Bei den Omnivoren findet man Mittelwerte. Die héchsten Jodmengen 
zeigen Schaf und Ziege. Schwankungen der Werte sind bedingt durch die Jahres- 
zeit, klimatische Verhaltnisse, durch das Futter und individuell durch das autonome 
Nervensystem. Durch Jodgaben erreicht man eine Erhéhung des Jodgehaltes der 
Thyreoidea sowie eine Steigerung des Milch- und Blutjodspiegels. Die differieren- 
den Angaben einzelner Autoren sind aber offenbar zu einem GroBteil auf unzu- 
langliche Bestimmungsmethoden zuriickzufiihren, weshalb wir einige Ergebnisse 
unberiicksichtigt gelassen haben. 

Die ersten Angaben iiber den Jodgehalt von Schweineschilddriisen stammen 
von Roos", der das Organmaterial nach trockener Veraschung nach E. Bau- 
mann? kolorimetrisch auf seinen Jodgehalt schatzte. Die betraichtlichen Diffe- 
renzen zwischen den einzelnen von Roos angegebenen Zahlen diirften auf die Un- 
zulanglichkeit seines Jodbestimmungsverfahrens zuriickzufiihren sein. Oswald!’ 
gibt fiir den Jodgehalt der Schweineschilddriisen 2,5—8,9 mg fiir die gesamte 
Driise, bzw. 0,038—0,32% Jod in der Trockenmasse an. Die Angaben von Aldrich” 
beziehen sich auf das frische Organ, fiir welches er 0,041—0,054% Jod fand. Son- 
stige altere Literatur iiber den Jodgehalt von normalen Schweineschilddriisen 
finden sich bei Trendelenburg*. 

Zu erwahnen ist ferner, daB systematische Untersuchungen des Jodgehaltes!® 
jahreszeitliche Schwankungen in dem Sinne ergaben, daB iibereinstimmend in den 
Monaten Marz und April die niedrigsten Jodwerte in Schweineschilddriisen ge- 
funden wurden. Besonders eingehende Mitteilungen verdanken wir Courth”®, 
der 4—7 mg Jod in der normalen Gesamtschilddriise von Schweinen verschiedener 
Rassen fand und auch einige Jodwerte kropfig entarteter Driisen anfiihrt. 

Glasser, Hupka u. Wetzel, Die Krankheiten des Schweines, 5. Aufl., 
M. u. K. Schapper, Hannover 1950. 

~ 12 K, Diernhofer, Wiener Tierarztl. Mschr. 34, 378 [1947]; H. Absolon, 
Wiener Tierarztl. Mschr. 34, 109 [1947]; L. Klein, zit. nach H. Liebisch; 
F. Scheuhammer, Wiener Tierarztl. Mschr. 34, 421 [1947]; J. Vinatzer, Wiener 
Tierarztl. Mschr.34, 482 [1947]; H. Scheib, Wiener Tierarztl. Mschr. 35, 125 [1948]; 
J. Mussill, Wiener Tierarztl. Mschr. 35, 335 [1948]; 37, 245 [1950]. 

13 R, Baumann, Wiener Tierarztl. Mschr. 35, 585 [1948]; G. Kurz, Wiener 
Tierarztl. Mschr. 36, 16 [1949]; E. Krenn, Wiener Tierarztl. Mschr. 35, 494 [1948]; 
K. Bensusan, Iodine and Life, London 1926; M. J. Tinline, Dominion Exp. 
Farm. Bull. 24, 2 [1922]; E. M. Evard u. C. C. Culbertson, Agr. exp. Sta. Jowa, 
Bull. 86, 23 [1925]; S. Jamieson u. H. E. Harbour, Wiener Tierarztl. Mschr. 
#5, 79 [1948]. 

14 FE. Roos, diese Z. 21, 481 [1896]; 22, 18 [1898]; 28, 40 [1901]. 

15 KE. Baumann, diese Z. 21, 319 [1895]; 22, 1 [1898]. 

16 A, Oswald, diese Z. 23, 265 [1897]. 

7 T, B. Aldrich, Amer. J. Physiol. 31, 125 [1912—13]. 

18 P, Trendelenburg, Die Hormone, 2. Bd., Springer-Verlag, Berlin 1934. 

19 J. Seidell u. F. Fenger, J. biol. Chemistry 13, 517 [1913]; Qu. Calbro, 
Riv. Biol. 20, 337 [1936]; B. Neppi, Giorn. Chim. ind. appl. IT/10. 

20 H. Courth, Landw. Jb. 99, 565 [1929]. 
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Uber den Jodgehalt der Thyreoidea und den Blutjodspiegel wahrend der 
Schwangerschaft und bei Neugeborenen finden sich in der Literatur, abgesehen von 
den methodisch nicht einwandfreien Untersuchungen® *! iiber Ferkelschilddriisen, 
fast nur humanmedizinische Angaben. Nach Maurer und Dietz zeigt das venése 
Blut schwangerer Frauen eine Verdoppelung des Jodgehaltes gegeniiber der Norm. 
Kurz vor der Geburt tritt eine neuerliche Erhéhung auf, der einige Tage post 
partum eine rasche Senkung folgt. Dieser Befund steht offenbar im Zusammen- 
hang mit einer Uberfunktion der Schilddriise wihrend der Graviditat im Interesse 
einer raschen Substanzvermehrung der Frucht. Dem entspricht der Befund von 
Monery*, wonach die Schilddriise der werdenden Mutter jodarm, der Blutjod- 
spiegel jedoch erhéht ist. Nach Verfeinerung der Jodbestimmungsmethoden durch 
Fellenberg*™* untersuchten Maurer und Lelkes® menschliche fétale Schild- 
driisen und fanden darin regelmaBig Jodspuren ab dem 4. Embryonalmonat, 
deren Menge unter 250 fiir die Gesamtdriise lag. Fiir ahnliche Untersuchungen 
verwendeten Léhr, Wilmanns und Schréder* das Jodbestimmungsverfahren 


von Leipert?’, 
Artemow und Waledinskaja” bestimmten den Schilddriisen-Jodgehalt 


bei Rinderféten und konnten dabei die ersten Jodspuren nach 10 Wochen, einen 
Héchststand im 6. bis 7. Monat und eine geringe Abnahme vor dem Ende der 
Embryonalzeit feststellen. 

Uber den Jodgehalt normaler oder pathologisch verainderter Schild- 
driisen von Ferkeln liegen in der Literatur keine quantitativen Angaben 
vor. Im Interesse unserer Problemstellung untersuchten wir daher auch 
Schilddriisen normaler Ferkel. 

In methodischer Hinsicht lag es nahe, sich an das Verfahren von 
Leipert?’ zu halten, nach welchem das Organmaterial nach Veraschung 
mit Schwefelchromsiure bei Gegenwart von Cerisulfat oxydiert wird. 
Das dabei gebildete Jodat wird mit arseniger Saiure zu elementarem Jod 
reduziert, welches abdestilliert und nach dem Multiplikationsverfahren 
maBanalytisch bestimmt wird. Das Leipertsche Verfahren stellt nicht 
nur an die verwendeten Reagenzien besondere Anforderungen hinsicht- 
lich ihrer Reinheit, sondern ist auch gegeniiber dem Jodgehalt der 
atmosphiarischen Luft recht empfindlich. Dieser wurde nach neuesten 
Untersuchungen von Fischer und Langhammer?® sogar in der freien 
Atmosphire zu einigen Zehntelgamma bestimmt. Unter diesen Um- 
stiinden kann keinesfalls darauf verzichtet werden, den Blindwert fest- 
zustellen, bei dessen Auftreten trotz sorgfiltig gereinigter Reagenzien 


21 F, Fenger, Endocrinology 2, 98 [1918]; J. biol. Chemistry 14, 397 [1913]. 

22 FE. Maurer u. St. Dietz, Biochem. Z. 178, 161 [1927]. 

23 A. Monery, J. Pharmac. Chim. 19, 288. 

* Th. Fellenberg, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 26, 194 
1926}. 
) E. Maurer, Biochem. Z. 182, 291 [1927]; 217, 227 [1929]; Arch. Gynakol. 
180, 70 [1927]; Z. Kinderheilkunde 48, 163 [1927]; 44, 120 [1927]; Z. Lelkes, 
Endokrinologie 18, 35 [1933]. 
esi} H. Lohr, H. Wilmanns u. H. Schréder, Z. ges. exp. Med. 109, 730—741 
27 Th. Leipert, Biochem. Z. 261, 436 [1933]; 270, 448 [1934]; 298, 99 [1937]; 
Mikrochim. Acta 8, 73 [1938]. 

28 N. M. Artemow u. L. K. Waledinskaja, Bull. Soc. Naturalistes Moscou, 
Sect. biol. 47, 188 [1941]. 

2° R. Fischer u. T. Langhammer, Mikrochem. im Druck. 
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unbedingt auf Konstanz geachtet werden mu8. Wir haben unsere Jod- 
bestimmungen in einem Raum durchgefiihrt, in dem sonst keinerlei 
experimentelle Arbeiten vorgenommen wurden und erhielten einen kon- 
stanten Blindwert von 5,2 y Jod, der jeweils von den erhaltenen Ana- 
lysenergebnissen abgezogen wurde. Nach den Angaben von Leipert 
wird das bei vermindertem Druck mit Wasserdampf iibergetriebene Jod 
in vorgelegter Natronlauge aufgefangen. Diese wird sodann angeséuert 
und das Jod durch Zusatz von elementarem Brom oxydiert. Nach unseren 
Beobachtungen hat es sich als zweckmaBige Vereinfachung bewihrt, 
das Jod unmittelbar in einer Lésung von Brom in Natriumacetat-Eis- 
essig aufzufangen. Wir konnten feststellen, daB hierdurch eine sofortige 
Oxydation des Jods gewihrleistet ist und Jodverluste mit Sicherheit 
vermieden werden. 

Die zu untersuchenden Schilddriisen wurden bei 105°C bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und pulverisiert. Nach MaBgabe der zur 
Verfiigung stehenden Menge wurden jeweils 20—50 mg, in Einzelfallen 
auch geringere Mengen im Wagerdhrchen eingewogen und analysiert. 
Die zur Titration gelangenden Jodmengen betrugen daher maximal etwa 
120, so daB eine ausreichende Genauigkeit der Titration mit n/100- 
Thiosulfat (Mikrobiirette nach K. Schwarz*®) zu erzielen war, die eine 
Ablesung der MaBfliissigkeit auf 0,5 mm gestattet. Wir haben in jedem 
einzelnen Fall Doppelbestimmungen durchgefiihrt und iibereinstimmende 
Analysenresultate erhalten. Die von uns mitgeteilten Werte stellen 
Mittelwerte dar. 

Das Analysenmaterial verdanken wir der Liebenswiirdigkeit der Hrn. Prof. 
Dr. R. Baumann und Dr. H. Liebisch vom pathologisch-anatomischen Institut 
der Tierarztlichen Hochschule in Wien. 


Untersuchungsergebnisse 


Wir haben simtliche Jodbestimmungen ohne vorherige Kenntnis 
der pathologisch-anatomischen bzw. histologischen Befunde durchgefiihrt. 
Bei Fixierung der Driisen durch Formalin vor der chemischen Unter- 
suchung (Fall 1, 2, 15, 16, 17) haben wir das zur Anwendung gelangte 
Formalin selbstverstandlich auf Jodfreiheit gepriift. Eine Verfalschung 
durch dieses Reagens kommt also nicht in Betracht. 

Wie Tab. 1 zeigt, wurden in simtlichen von uns untersuchten nor- 
malen Ferkelschilddriisen Jodwerte zwischen 1,04 und 1,42 mg, niemals 
aber weniger als 1mg pro Gramm Trockensubstanz gefunden. Der 
Wassergehalt der Schilddriisen lag um 20% und zeigt Abweichungen 
von 19—23°%. Er liegt normalerweise héher als bei hypothyreotischen 
Driisen (14—18%). Bei normalen Driisen zeigt auch die Umrechnung 
auf den Jodgehalt des Gesamtorganes solange innerhalb enger Grenzen 
gelegene Werte, als es sich um neugeborene bzw. um Ferkel handelt, 
deren Alter wenige Stunden nicht iiberschritten hat. Altere Tiere, deren 


80 K. Schwarz, Mikrochem. 12, 309 [1935]. 
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Tab. 1. Normale Ferkelschilddriisen*. 
Kérper- | Driisen- | © Jodgehalt| Jodgehalt 
Alter gewicht | gewicht 3 8 na ll 
go in g rocken- |sam 
substanz mg 








10 Stdn. 1,28 0,15 jin Forma-| 1,289 
p. p. getotet malin ge- 
hartet 


48 Stdn. 0,88 in For- 1,425 
malin ge- 
gehartet 


kurz nach Geburt 0,96 19,05 1,282 0,332 
verendet 


14 Stdn. 1,12 7 21,11 _ 1,036 0,221 
48 Stdn. 0,74 22,93 1,340 0,206 
4 Tage 1,43 20,16 1,124 0,323 
9 Stdn. 1,09 21,36 1,216 0,297 


kurz nach Geburt f 1,172 0,218 
verendet 


40 Stdn. 1,16 20, 1,194 0,369 
4 Tage 1,49 1,29 0,533 
14 Tage 2,89 20, 1,304 0,788 
5 Wochen 4,9 19,08 1,083 2,103 
4 Stdn. 1,2 75 22,00 1,04 0,608 
4 Stdn. 0,82 19,00 1,117 0,633 



























































* Die Ferkel wurden zum Teil zu Versuchszwecken getitet, z. T. von Mutter- 
tieren erdriickt, oder sie sind aus Milehmangel verendet. 


Schilddriisengewicht angestiegen ist, zeigen dementsprechend hdhere 
Jodwerte fiir das Gesamtorgan, ohne daB jedoch ein merkliches Ansteigen 
des relativen Jodgehaltes der Trockensubstanz festzustellen war. Be- 
sonders mag auf die Ergebnisse der Fille 13 und 14 hingewiesen werden. 
Hierbei handelt es sich um zwei Ferkel, die aus dem gleichen Wurf wie 
das unter Nr. 23 angefiihrte Tier (Tab. 2) stammen, also ein Embryonal- 
stadium unter véllig gleichen Bedingungen hinter sich hatten. Nr. 13 
und 14 zeigen gleichfalls etwas mehr als 1 mg Jod/g Trockensubstanz, 
wahrend in der Schilddriise Nr. 23 nur etwa 0,7 mg J/g Trockensubstanz 
gefunden wurden. Dies stimmt mit den pathologisch-anatomischen bzw. 
histologischen Befunden iiberein; denn Fall 13 und 14 betreffen normale 
Tiere, waihrend es sich beim Fall 23 um ein myxédematéses Ferkel 
handelt. Daraus ergibt sich, daB Tiere des gleichen Wurfes beziiglich 
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Tab. 2. Schilddriisen von myxdédematisen Ferkeln (Nr. 15—27) und von Foéten 





















































(Nr. 28—34). 
Karper- | Drisen- Organ- | Jodgehalt} Jodgehalt 
Nr. Alter ewicht | gewicht | W@ser- | me/lg | der Ge- 
. ” k ” gehalt | Trocken- |samtdriise 
E 8 8 % substanz mg 
: 15 tot geboren 1,00 1,3 in For- | 0,615 
malin ge- 
hartet 
16 2 Stdn. 1,00 0,91 in For- | 0,539 
malin ge- 
hartet 
17 4 Stdn. 1,23 1,18 in For- | 0,468 
malin ge- 
hartet 
18 2 Tage 0,75 0,92 14,3 0,526 0,415 
19 | kurz nach Geburt 1,52 1,5 17,74 0,725 0,895 
verendet 
ig 20 24 Stdn. 1,32 0,83 14,13 0,513 0,366 
" 21 24 Stdn. 1,17 0,61 16,52 0,708 0,361 
2 22 7 Stdn. 1,04 0,74 14,76 9,542 0,341 
i 23 tot geboren 1,14 0,6 17,09 0,692 0,346 
24 2 Stdn. 0,95 0,81 16,66 0,893 0,603 
25 | kurz nach Geburt 1,32 1,19 17,47 0,810 0,696 
verendet 
26 tot geboren 1,62 1,08 17,04 0,736 0,662 
27 14 Tage 2,00 1,60 17,2 0,611 0,810 
28—32} 10 Embryonal- Spuren 
Wochen 
33 13 Embryonal- 0,42 0,38 18,27 0,378 0,117 
Wochen 
34 13 Embryonal- 0,36 0,221 19,00 0,294 0,053 
Wochen 




















des relativen Jodgehaltes der Thyreoidea deutliche Unterschiede auf- 
weisen kénnen. Ahnliche Angaben liegen in der Literatur vor, jedoch 
stammen sie alle von heranwachsenden Tieren und werden mit dem 
Alter, der Fiitterung und der Jahreszeit in Beziehung gebracht*!. 

Die Gegeniiberstellung der in Tab. 2 wiedergegebenen Werte zeigt, 
daB in allen Fallen von Myxédem der relative Jodgehalt der Driisen- 





31 K. Scharrer, Chemie und Biochemie des Jodes, Enke-Verlag, Stuttgart 
1928. 
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substanz geringer ist als unter Normalverhiltnissen. Die erhaltenen 
Werte liegen bei 0,4—0,7 mg/g Trockensubstanz. Die unter 24—26 an- 
gegebenen Werte betreffen Schilddriisen, die histologisch als fiir Myxéden 
typisch angesprochen wurden. Die betreffenden Tiere zeigten jedoch 
aiuBerlich und nach den makroskopischen Sektionsbefunden auBer gering- 
gradig vermindertem Huarwuchs keine Besonderheiten. Es handelt sich 
hier um die von Liebisch als ,,iiber die Norm aktiviert‘‘ bezeichneten 
Driisen. Daraus darf geschlossen werden, dai dem chemischen Nach- 
weis des unter der Norm liegenden relativen Jodgehaltes der Schild- 
driise diagnostischer Wert zukommt, der dem makroskopischen Sektions- 
befund tiberlegen und dem histologischen Befund gleichwertig ist. 

Wie Tab. 2 weiterhin zeigt, betragt der Jodgehalt der Gesamt- 
driisen auch bei Vorliegen von Myxédem bzw. auch bei ,,iiber die Norm 
aktivierten“‘ Driisen nicht weniger als bei den Normalfallen der Tab. 1. 
Zu einem guten Teil ist der Gesamtjodgehalt sogar gegeniiber der Norm 
erhéht. Daraus ergibt sich, daB offenbar nicht das in der ganzen Driise 
vorliegende Jod, sondern dessen Verhiltnis zur Driisensubstanz, also 
deren relativer Jodgehalt fiir die physiologische Funktion maBgebend 
zu sein scheint. Dafiir spricht auch der Fall 27, bei welchem es sich um 
ein Ferkel mit Hypofunktion der Schilddriise handelt, das jedoch ein 
Alter von 14 Tagen erreicht hat und von R. Baumann®™ unter der 
Diagnose ,,kretinistischer Zwergwuchs der Ferkel‘‘ beschrieben wurde. 
Dessen Jodgehalt in der Gesamtdriise entspricht zwar dem Ergebnis 
bei Fall 11 (gleichfalls 14 Tage alt, aber normal), waihrend der relative 
Jodgehalt der Trockensubstanz bedeutend unter der Norm zu 0,611 mg/g 
gefunden wurde. 

Im Laufe unserer Untersuchungen standen uns auch einige Schild- 
driisen von Schweineféten zur Verfiigung. Die Fille Nr. 28—32 zeigen, 
daB bei etwa 10 Wochen alten Féten Jodspuren bereits nachweisbar 
sind. Etwa 3 Wochen dltere Féten (Nr. 33 u. 34) wiesen Jodmengen von 
0,3—0,4 mg/g Trockensubstanz auf. 


Zusammenfassung 


Der relative Jodgehalt der Schilddriisen hypothyreotischer Ferkel 
liegt mit etwa 0,5—0,9 mg/g Trockensubstanz wesentlich niedriger als 
die Norm (1—1,4 mg/g Trockensubstanz). 

Dieser Befund entspricht den bereits mehrfach mitgeteilten thera- 
peutischen Erfolgen bei der Behandlung triachtiger Mutterschweine mit 
Jodpriparaten. 

Die chemische Bestimmung des Jodgehaltes erwies sich hierdurch 
als Hinweis auf die atiologische Bedeutung des Jodmangels fiir das 
enzootische Myxdédem der neugeborenen Ferkel sowie als wertvolles 
diagnostisches Hilfsmittel. 


82 R. Baumann, Wiener Tierarztl. Mschr. 35, 316 [1948]. 
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Uber die Azorubinbindung an Humanserum 
Von 
Hermann Bennhold, Hans Ott und Ekkehard Kallee* 
Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Tiibingen (Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold), 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1951) 


Wegen der Wichtigkeit der Serumproteine als Trager und Vehikel, 
als Abstromregler und Steuerorgan fiir eine Vielzahl kérpereigener und 
-fremder Stoffe hatte Bennhold? schon frithzeitig Untersuchungen der 
Bindefaihigkeit verschiedener Seren vorgenommen. Seiner Anregung 
folgend arbeiteten Westphal, Gedigk und Meyer? eine chromato- 
graphische Methode aus, die es gestattete, die Bindungsfihigkeit von 
Serum fiir Azorubin 8S schnell zu bestimmen. Sie lieBen mit Azorubin 
(100—400 mg) gefirbtes Serum iiber eine anionotrope Aluminium- 
oxyd-Chromatographiesiule laufen und beobachteten, daB ein Teil des 
Farbstoffes so wie aus waBriger Losung an das Aluminiumoxyd ad- 
sorbiert und in einer ringférmigen Zone festgehalten wurde, wahrend ein 
zweiter Teil an das Serum gebunden die Siule passierte. Den Azorubin- 
gehalt des Filtrates nannten die Autoren die beobachtete Azorubin-Binde- 
faihigkeit (,,beob. ABF“), das Verhaltnis Mol Azorubin-10-* pro g 
bindenden Proteins spezifische Azorubin-Bindefahigkeit (,,spez. ABF“‘). 
Mittels der Elektrophorese lieB sich zeigen, daB das Azorubin sowohl vor 
als auch nach dem Passieren der Sdule ausschlieBlich an das Serum- 
albumin gebunden war. 

Damit schien die Untersuchung der Bindungseigenschaften ver- 
schiedener Albumine im Serummilieu méglich, sofern sich die Konzen- 
tration des bindenden (elektrophoretischen) Albumins im Filtrat genau 
bestimmen lieB. Man konnte dann versuchen, durch Vergleich der ,,spez. 
ABF*“ von pathologischen Seren einen Beitrag zu der fiir die Klinik so 
wichtigen Frage zu liefern: ,,Gibt es in hochpathologischen Seren (z. B. 
von Myelomen oder Nephrosen) auch qualitative Veranderungen an 
den Albuminen ?“. 

Um zu veranschaulichen, welche Fehler bei den verschiedenen Be- 
stimmungsmethoden des Albumins entstehen, wurden 13 Humanseren 
untersucht und im Filtrat der Albumingehalt nach Howe? (Fallung der 
Globuline in 22,2-proz. Natriumsulfatlésung), nach Majoor‘ (Fallung 
der Globuline in 26,86-proz. Natriumsulfatlésung) und elektrophore- 


* Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft danken wir fiir 
die Unterstiitzung dieser Arbeit durch die Gewahrung einer Sachbeihilfe. 

1H. Bennhold, E. Kylin u. St. Rusznyak, Die EiweiBkérper des Blut- 
plasmas, Dresden u. Leipzig 1938, S. 230ff.; H. Bennhold, Dtsch. Med. Wschr.- 
72, 401 [1947]; H. Bennhold, H. Ott, M. Wiech, Dtsch. Med. Wschr. 75, 11 
[1950]. 

2 U. Westphal, P. Gedigk u. F. Meyer, diese Z. 285, 36 [1950]. 

3 P. E. Howe, J. biol. Chemistry 49, 93, 109 [1921]. 

4C.L.H. Majoor, J. biol. Chemistry 169, 583 [1947]. 






































—_ QE ee a aa ae ee ee ee Se SC ee OC Re OO Ry BSS rer egB RPA S nes &t& | 
Ae a a te 
ae 
3 
Ss 
r 13 *9‘¢ ¥s gs 6'T 00% | °F T oT “9S |° * * Baryenbyjoo syn ‘ogy, TV| ‘81 
Nn 
3 oS 6g oP 8° 9% ¥'8Z °¢‘T ST Be PF * <*> 2 siziaqdeNy “uoryo TON) “SI 
F3—£% 09 9°9 I's o’g Str | °9T rT ee fo tt ts mopesy-d | com] py 
Z 09 le aE 6S L‘°Gg Ot, SZ lg m a “hs Th * mopAy-4 ‘og ‘OL 
IZ *6‘¢ € 6e ied 0°6z "SS *S‘T ad ’ " * °° @soqaato 
4 “A9qeT + SI4QI4sAo9]0Y49 *uoaYyo Iqd/| ‘6 
o 
= 33-12 19 8‘¢ 19 er os¢ a ar *8S we Fr’ * wopedy-4 eT] ‘8 
a 3o—12 | *e‘¢ oP L‘g LG O'S GZ es OF SIpsoo 
o UINIZIA sozJoIsuedwoyep IM | °Z 
> 
wo 1Z 98g €°9 €9 OP 0‘99 °9°Z *9°¢ 13'e s1yluqdouojnsow0py) ‘uoryo | ‘AB | “9 
=| 
5 #2 a OL UL eC SPL °9‘z 9% G‘g a ee *UINIFIATeIqIP ‘eH °c 
— 
Ps od *8‘¢ L‘g 0°¢ L‘€ 0*e9 °LS *I'¢ "SP " * * * equa] sigipawoopuy | eA] “Ff 
= Fo—€Z 0'9 o‘9 *9 ¢‘¢ 8°80 | “IF °S> "1g = &2 tet eit oe na] ‘€ 
oS BG 6° €‘8 z‘8 9°9 O‘SFI “ep FP og EF = “7° oY & ee? oh erresogs 4O!} 3 
3 1Z 6°¢ o‘9 a9 rs OI | "oF at “9g [oo tt ttt + © peuo ey| cr 
| yostjeroyd | roofepy emo Yos}jeioyd | roofeyy oMOH 
Ps Do 01} 4219 youu youu ( — -01949]0 yoru yoru 
’ SoOnsIaa 7894814 
fas] Fr meray “Tq 8p (umieg UezUUDpIeA G:F UT) ef) EY an. qouyoeraq) asouser a oureyy JIN 
“Ug mnyer Hd (uramnqty 3/urqniozy OW of %3 ut 9719 [1yoryde1304eu1 PIT 
~eduiay, s-O1) .,AaV eyorztzedg** “youqoag*| “OLY Sop 4] eyoFuTuNq Ty 


186 




















“SHOM-ATVY Usiop pun usieg seyostFojoyyed pun JopBuiou eyomuUTUNGTY *T “qey, 








SATS 











Bd. 287 (1951) Uber die Azorubinbindung an Humanserum 187 





tisch bestimmt (Tab. 1). Wie aus zahlreichen Vergleichsuntersuchungen® 
einwandfrei hervorgeht, wird bei der Howe-Methode «-, teilweise sogar 
£-Globulin als Albumin mit diesem bestimmt. Der Fehler ist zudem ganz 
wechselnd groB und kann bei pathologischen Seren, z. B. Nephroseseren 
mit sehr niederem Albumin- und hohem «,-Globulingehalt, viele hundert 
Prozent betragen®. Howes Albuminbestimmung kann sich also in 
keinem Falle zur Ermittlung eines ,,spez. ABF*‘-Wertes eignen. Auch 
die Albuminbestimmung nach Majoor, die mit den elektrophoretischen 
Albuminwerten besser iibereinstimmt, ergab noch Fehlbestimmungen 
bis tiber 50°, des elektrophoretischen Albumins bei pathologischen 
Seren. 

Wie bereits GeiB® und Gropper’ gefunden hatten, nimmt der 
Howe-Albumingehalt durch den Adsorptionsvorgang durchschnittlich 
um 0,2—0,3 g% ab. Die zur Klarung der Frage, ob von der Protein- 
abnahme eine Fraktion vorziiglich betroffen wird, angesetzte Elektro- 
phorese vor und nach der Adsorption zeigte, daB die Proteinabnahme im 
Durchschnitt gleichmaBig alle Fraktionen betraf?. Die hier vor und nach 
der Adsorption durchgefiihrte elektrophoretische Untersuchung zur Er- 
mittlung des genauen Albumingehaltes erbrachte im Prinzip das gleiche 
Ergebnis: einen Albuminverlust bis 0,3 g%. Die geringen Unterschiede 
der einzelnen Fraktionen, die Tab. 2 zeigt, liegen noch im Bereich der 
Fehlerbreite der elektrophoretischen Methode. 

Bei der elektrophoretischen Untersuchung des Chromatographie- 
filtrates nach der Adsorption wurde der Farbstoff stets nur am Albumin 
haftend gefunden. Da alle diese Elektrophoresen zur optimalen Auf- 
trennung des Serums in Veronalpuffer vom py 8,5 und einer Ionenstirke 
von uw = 0,1 liefen, war einerseits wegen des viel héheren py, anderer- 
seits wegen der um die Bindungsplaitze konkurrierenden Veronalionen 
immer auch etwas freier, anodisch dem Eiwei8 voranwandernder Farb- 
stoff vorhanden. Sein vollstaéndiges Abdialysieren bei der Vorbereitung 
zur Elektrophorese wurde nicht abgewartet. Wie uns aber aus friiheren 
Untersuchungen bekannt ist, ist in dem veronalérmeren Michaelis- 
Puffer vom py 6,1 und « = 0,1 der gesamte im Adsorptionsfiltrat vor- 
handene Farbstoff selbst bei hochpathologischen Seren undialysabel 
und ausschlieBlich an das Serumalbumin gebunden. 


Bei der Betrachtung der ,,spez. ABF* der in Tab. 1 aufgefiihrten 
Seren fallt sofort eine Abhangigkeit dieser Werte vom Albumingehalt 
auf. Wahrend die untersuchten normalen und wenig abwegigen Seren 
eine héhere ,,spez. ABF“ aufwiesen, hatten die pathologischen Seren 
mit erniedrigtem Albumingehalt auch eine niedrige ,,spez. ABF‘. In 
zahlreichen Voruntersuchungen von Gei8* und Gropper’ waren 
gleichfalls niedere ,,beob. ABF*‘-Werte vor allem in denjenigen Seren 


5 A.B. Gutmann, Advances in Protein Chem. IV, S. 157 ff. 
6 Diss. O. GeiB, Tiibingen 1948. 
? Diss. H. Gropper, Tiibingen 1949. 
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gefunden worden, welche von Patienten mit betrachtlichen Hypalbumin- 
amien stammten. Dieser Umstand lieB uns die Frage priifen, ob die 
,spez. ABF“ etwa vom Albumingehalt abhiangt. 

Westphal, Gedigk und Meyer hatten festgestellt, daB durch 
eine mehr Oxyd enthaltende Al,O;-Saéule mehr Farbstoff vom Protein 
abgelést wird als durch die Standardsiule von 1 g. Wenn bei der kon- 
kurrierenden Adsorption von Al,O, und Albumin um das Azorubin das 
Verhaltnis zugunsten des Al,O, verschoben wird, muB eine geringere 
,spez. ABF*‘ des Albumins resultieren. Dieser Befund muB sich in ent- 
sprechender Weise auch auf das Protein anwenden lassen. Eine im 
Vergleich zum Normalen verminderte Konzentration an bindendem 
Protein wird die gleiche Wirkung haben: von dem Protein wird mehr 
als , normal“ abgelést, seine ,,spez. ABF“‘ wird abnehmen. Das Ver- 
haltnis der adsorbierenden Oberfliche des Albumins zu derjenigen der 
Al,O,-Saéule muB fiir das Endergebnis der Farbstoffbindung nach Pas- 
sieren der Chromatographiesiule ausschlaggebend sein. 

Die Priifung auf ein solches Verhalten zeigte auch eindeutig die 
Abhangigkeit der ,,spez. ABF*‘ von der Albuminkonzentration. Human- 
albuminlésung (Behringwerke)*® von 0,5 g% entfarbte sich voéllig beim 
Filtrationsvorgang und erst geniigend konzentrierte Albuminlésungen 
schienen asymptotisch einem realeren Werte fiir die ,,spez. ABF“ zu- 
zustreben (Abb. 2). Die Verdiinnung eines normalen oder pathologischen 
Serums zeigte eine im wesentlichen gleichartige Abhangigkeit der ,,spez. 
ABF*“ von der Albuminkonzentration, wenn auch der Anstieg wesent- 
lich steiler erfolgte als bei der Albuminverdiinnungsreihe. Wir messen 
diesem Umstand einige Bedeutung als Unterschied zwischen dem nativen 
Serumalbumin und einem durch FallungsmaBnahmen hochgereinigten 
Humanalbumin bei. Vorerst kénnen wir nicht unterscheiden, ob es sich 
dabei um Veranderungen an der Proteinstruktur im Sinne von Denatu- 
rierungserscheinungen handelt oder um die Wirkung beigefiigter Kon- 
servierungsmittel, welche Bindungsplatze am Protein besetzen. Tragt 
man die ,,spez. ABF‘-Werte der Tab.1 gegen die Serumalbumin- 
konzentration auf, dann streuen die Einzelwerte, aber sie liegen ein- 
deutig um die Kurven der verdiinnten Seren. Der Grund fiir diese 
Streuung ist u. E. in dem wechselnden EinfluB von anderen die ABF 
verindernden Momenten zu suchen. Der verschiedene Elektrolytgehalt 
und der Gehalt des Serums an Stoffen, welche sicher nicht sehr betracht- 
lich, aber doch merklich Bindungsstellen des Albumins blockieren, 
kénnen die Abweichungen verursachen. Westphal und Mitarbb.? hatten 
die Abhangigkeit der ABF einer Rinderalbuminlésung von ihrem NaCl- 
Gehalt untersucht und Ott und Kallee® konnten die Veranderung der 
ABF eines Humanserums durch Zusatz anderer an die Serumalbumine 


8 Siehe unter Anm. 2, S. 42, FuBnote 15. 
®° H. Ott u. E. Kallee, noch unveréffentlicht, erscheint in dieser Zeitschrift. 
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gebundener Stoffe studieren. Wenn wir die Seren in Abb. 1 nach ihrem 
Globulingehalt ordnen, dann fallt keine Gruppierung auf, die eine Ab- 
hangigkeit des Azorubin-Bindungsvermégens von der Globulinkonzen- 
tration andeuten kénnte. 
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Abb. 1. Abhangigkeit der ,,spez. ABF** vom Albumingehalt normaler und patho- 
logischer Seren. ° te: ,,spez. ABF“ (Mol Azorubin-10~*/g Albumin), Ab- 
szisse: g% Albumin. 


Durch die Zugabe von Humanalbumin (Behringwerke) zu einem 
verdiinnten Serum (Abb. 2) lieB sich die ,,spez. ABF“ niemals riick- 
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Abb. 2. Abhiangigkeit der ,,spez. ABF“‘ vom Albumingehalt. 
Ausgezogene Kurven und offene Symbole = verdiinnte Seren (Nr. 2 0, 5V und 
8A der Tabellen). 
Gestrichelte Kurve und gefiillte Symbole = Humanalbumin (Behringw.) bzw. 
solche Zusétze zu den verdiinnten Seren. 


Diinngestrichelte sind errechnete Kurven. 
Ordinate: ,,spez. ABF“‘ (Mol Azorubin- 10—5/g Albumin), Abszisse: g% Albumin. 


laufig zur Verdiinnung des Serums veriandern. Die beiden Albumine 
verhielten sich auch nicht einfach additiv in bezug auf den endgiiltig 
gebundenen Farbstoff, sondern beeinfluBten sich offensichtlich raéumlich. 
Wir fanden die Erklarung fiir dieses eigentiimliche Verhalten der ,,spez. 
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ABF“ in Abhangigkeit vom Humanalbumin(Behringwerke)-Zusatz 
darin, daB die Bindungsfahigkeit jeder Albuminkomponente durch die 
Gesamtalbuminkonzentration des Gemisches bestimmt wird. Der end- 
giiltig gebundene Farbstoff setzt sich anteilmaBig aus an Serum- und 
an Humanalbuminlésung (Behringwerke) gebundenem Azorubin zu- 
sammen, wobei fiir das Ausma8 der Bindung, also fiir die ,,spez. ABF“‘ 
jedes Anteils, die Gesamtalbuminkonzentration wirksam ist. Diese An- 
nahme 1a8t sich einfach formelmaBig ausdriicken. Die ,,spez. ABF“‘, des 
Gemisches ist das bewichtete arithmetische Mittel 


am A,-¢; + Age, 


49 C; + Cg 


wobei c, und c, die Albuminkonzentration des Serums bzw. des Human- 
albumins (Behringwerke) in g%, A, und A, die ,,spez. ABF“ des Serum- 
albumins bzw. Humanalbumins (Behringwerke) bei der Gesamtalbumin- 
konzentration c, + c, ist. Wir sehen in diesem Verhalten einen neuen 
Hinweis auf die Bedeutung der Albuminkonzentration bei der Be- 
wertung der ,,spez. ABF“‘. AuBerdem wird wiederum deutlich, daB es 
sich beim Humanalbumin (Behringwerke) um ein in seiner Bindungs- 
eigenschaft verandertes Albumin handelt. 

Aus allen diesen Befunden miissen wir den SchluB ziehen, daB uns 
vorerst nichts berechtigt, in pathologischen Seren eine wirkliche Ver- 
anderung der Bindefahigkeit nativen Humanserumalbumins fiir Azorubin 
anzunehmen. Eine verminderte ABF eines Serums ist in erster Linie 
Ausdruck fiir seinen verminderten Albumingehalt. So wie pathologische 
Albuminzunahmen nach Wuhrmann?® unbekannt sind, gibt es auch 
keine Erhohung der ABF. Uber dieses negative Ergebnis hinaus gewinnen 
wir doch einen wertvollen Einblick in das Wesen der Azorubinbindung 
an Humanalbumin tiberhaupt. 

Das Albumin besitzt in so hohem MaBe die Fahigkeit, mit anderen 
Stoffen, insbesondere mit Anionen, Wechselwirkungen einzugehen, daB 
diese hohe Bindungsfahigkeit eine charakteristische, ja nach Ansicht 
Klotz’s™ beschreibende Eigenschaft dieses Proteins ist. Diese Wechsel- 
wirkungen gehorchen dem Massenwirkungsgesetz; sie sind temperatur- 
abhingig (vgl. auch den Versuchsteil). Bei der Bindung von Anionen 
vermitteln vor allem die basischen Gruppen des Proteins die Bindung. 
Daneben iiben aber unpolare Stellen wechselnde Einfliisse aus, so daB 
auch bei gleichem Ladungszustand des EiweiBes individuelle Dissozia- 
tionskonstanten fiir jeden gebundenen Stoff angenommen werden 
miissen. Die Adsorptionsisothermen gestatten nur selten eine einfache 
Analyse. So wurde von Scatchard” die Bindung von Elektrolytan- 
ionen an Serumalbumin untersucht und zwei Dissoziationskonstanten 


10 Wuhrmann u. Wunderly, Die BluteiweiBkiérper des Menschen, B. 
Schwabe, Basel 1947. 

11 JT, H. Klotz, Cold Spring Harbor Symp. 14, 97 [1950]. 

12 G. Scatchard, Ann. N. Y. Acad. sci. 51, 660 [1949]. 


13* 
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zur Erklérung der Cl- und Rhodanidbindung™ errechnet. Auch Ka- 
rush'* beschrieb die Bindung von p-(2-Oxy-5-methyl-phenylazo-)- 
benzoeséure an Albumin mit 2 Dissoziationskonstanten und schlo8 auf 
die Heterogenitét der Bindungsstellen. Nach eigenen Dialyseexperi- 
menten’® verhielt sich das Azorubin sehr ahnlich der p-(2-Oxy-5- 
methyl-phenylazo)-benzoeséure. Die ersten Azorubinmolekiile werden 
sehr fest an das Albuminmolekiil gebunden. Nach Absattigung dieser 
starken Bindungsstellen sind weitere Haftplitze verfiigbar, die jedoch 
nur eine lockere Bindung vermitteln. Es liegen heterogene Bindungs- 
stellen mit weit auseinanderliegenden Dissoziationskonstanten und einem 
scharfen Bruch an der Ubergangsstelle vor. Das Al,O, nimmt unter den 
Versuchsbedingungen dem normalen Serumalbumin das freie und locker 
gebundene Azorubin in einer ringférmigen Zone ab, waihrend vom fest 
gebundenen relativ wenig an die Saule adsorbiert wird und sie unterhalb 
dieses Ringes gleichmaBig anfarbt. Sinkt der Albumingehalt oder liegt 
mehr oder ein aktiveres Oxyd vor, so mufB dem Massenwirkungsgesetz 
folgend auch die feste Bindung immer mehr angegriffen werden. Dann 
nimmt deutlich sichtbar unter dem Ring die rote Farbe kontinuierlich 
ab. Ein vergleichbarer Wert fiir eine ,,spez. ABF*‘ des Serumalbumins 
ist nur dann zu erwarten, wenn das Verhialtnis der konkurrierenden 
Adsorbenzien gewahrt bleibt. Das ist bei Seren wechselnden Albumin- 


gehaltes aber nicht der Fall. 


Beschreibung der Versuche 


1. Aktivierung des Aluminiumoxyds und Reinigung des Azorubins 


Da es nicht mdéglich war, durch das unter? angegebene Verfahren das ver- 
fiigbare Oxyd geniigend zu aktivieren, wurden Portionen von je 300g des nach 
Brockmann standardisierten Aluminiumoxyds (Merck, Darmstadt, Nr. 43088) 
mit 1500 ccm n-HCl 2 Stdn. auf dem Wasserbad unter RiickfluB gekocht. Nach 
dem Erkalten wurde die Séure abgegossen und das Priaparat 6-mal mit 1500 ccm, 
darauf mit 750 ccm doppelt destilliertem Wasser gewaschen. Dann betrug die 
Aktivitét nach der Priifung mit der Becherglasmethode? bei 22° C 4,0 + 0,2 mg%. 
Das pq des Waschwassers, welches wir in Voruntersuchungen jeweils mittels der 
Glaselektrode bestimmt hatten und welches mit dem Waschen kontinuierlich zu- 
nahm, betrug dann 3,4,. Die weitere Behandlung geschah wie unter ?. Das trockene 
Oxyd hielt sich in der Zeit der Versuche (4 Monate) unverandert. 

Azorubin S (Hollborn) wurde in Wasser geldst, filtriert, bei 15 mm Hg zur 
Trockene eingedampft und bei 61°C iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Eine Probe davon wurde in Pyridin gelést, auf nach Brock - 
mann standardisiertem Al,O, adsorbiert und mit Eisessig entwickelt; diese Prii- 
fung ergab keinen Anhalt fiir das Vorliegen eines Farbstoffgemisches. 


2. Bestimmung der ABF 


Die Bestimmung der ABF erfolgte in der von Westphal, Gedigk und Meyer? 
angegebenen Weise. 2 com Serum wurden mit Farbstoffstammlésung und 0,6-proz. 


18 G. Scatchard, I. H. Scheinberg, S. H.Armstrong, jr., J. Amer. chem 
Soc. 72, 535, 540 [1950]. 

14 F. Karush, J. Amer. chem. Soc. 72, 2705 [1950]. 

15 H. Ott, Unveréffentlichte Untersuchungen. 
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NaCl-Lésung 4:5 verdiinnt, so daB der Azorubingehalt bei so vorbereiteten Nor- 
malseren 200 mg%, bei solchen pathologisch erniedrigten Albumingehalts minde- 
stens 48 mg% betrug. Mindestens 5 Chromatographieréhrchen wurden durch Auf- 
schlammen von 1,00 g aktivierten Al,O; in 15—20 ccm doppelt destillierten Wassers 
gefiillt. Nach Ablaufen des Wassers und Trockenwischen der Réhrchen wurden 
die 2,5 ccm Untersuchungslésung vorsichtig einlaufen gelassen. Vom Filtrat 
wurden die ersten 1,3. ccm verworfen, der Rest zur photometrischen Azorubin- 
bestimmung aufgefangen. Die Menge wurde genau eingehalten, weil das Auf- 
treten, einer ,,véllig homogenen roten Farbe des Filtrates‘‘? als Zeitpunkt, von 
welchem ab das Filtrat aufgefangen werden sollte, zu ungenau schien. Der Natur 
des Adsorptionsvorganges entsprechend, nimmt die Farbstoffkonzentration des 
Filtrates auch bei scheinbarer Homogenitat, d.h. nach Ablaufen des anfanglich 
in der Saule befindlichen Wassers, immer noch zu. Die Zunahme ist besonders 
dann relativ betraichtlich, wenn die Albuminkonzentration gering ist. Dann werden 
die ersten Tropfen durchlaufenden Serums sogar vdéllig entfarbt. Nur so konnte 
man einen vergleichbaren mittleren Farbstoffgehalt des Filtrates fixieren. Um 
den Verlust an Filtrat méglichst gering zu machen, haben wir auch die kapillar- 
formig ausgezogenen Enden der Chromatographiepipetten als schidlichen Raum 
abgeschnitten. 

Die Bestimmung des Azorubingehalts des Filtrates erfolgte im Pulfrich- 
Stufenphotometer bei Filter S 53 und 0,25 cm Schichtdicke gegen ein in gleicher 
Weise, nur ohne Farbstoffzusatz chromatographiertes Serum (bzw. Albumin- 
lésung). Die Extinktionswerte wurden an einer Eichkurve tibersetzt, welche durch 
verschiedene Farbstoffzusitze zu einer 1:2, 1:4, 1:5, 1:8 mit 0,6-proz. NaCl- 
Lésung verdiinnten, 2,5-proz. Humanalbumin-Stammlésung (Behringwerke) er- 
mittelt worden war. 

Die Temperaturabhangigkeit wurde an einem Serum und mit der Becher- 
glas-Methode im Thermostaten gepriift. Sie war bei verschieden aktiven Oxyden 
unterschiedlich (Tab. 3). 


Tab. 3. Temperaturabhangigkeit der Adsorption von Azorubin an Al,O3. 





»,Beobachtete ABF“ 
Temperatur eines Serums Azorubingehalt einer waBrigen Lésung 
(mg%, Azorubin im | (Becherglasmethode) (mg% Azorubin) 

Filtrat) 
Al,O, Nr. XV Al,O, Nr. VIII Al,O, Nr. XV 


1,1 





Ee? 


7,5 











3. Elektrophoretische Untersuchungen 


Die elektrophoretischen Untersuchungen wurden im Tiselius-Apparat mit 
der automatischen Diagrammwiedergabe nach Svensson? in dem von Wiede- 


16 H. Svensson, Ark. Kemi, Min., Geol. 22 A, Nr. 10 [1946]. 
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mann?’ angegebenen Kleinbildverfahren durchgefiihrt. An Stelle des schragen 
Spaltes trat ein um 55° geneigter Draht. Die Auswertung erfolgte nach Wiede- 
mann?® oder durch Ausmessen der Flachenwerte mit dem Planimeter. Zur Be- 
stimmung der relativen Prozentzahlen der Serum-Proteinfraktionen wurden die 
Mittelwerte aus an- und absteigenden Banden errechnet. Die Umrechnung in g% 
geschah ohne Korrektur. Nach 2—6-tagiger Dialyse gegen ein groBes, taglich 
gewechseltes Volumen Veronalpuffer (etwa 1,5 1) vom py 8,5 (0,08-n. Veronal-Na, 
0,02-n. Veronal (Merck)) im Kiihlschrank bei + 2 bis 6° C wurden die Seren durch 
Verdiinnung mit dem letzten Dialysepuffer auf eine Proteinkonzentration von 
1,2 g% gebracht. Nach 2-stdg. Laufzeit bei 20 mA war die Auftrennung der Seren 
beendet. 
Die EiweiBbestimmung im Serum erfolgte nach Kjeldahl. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde bestitigt, daB die Serumalbuminbestimmung nach 
Howe ein vollig anderes Ergebnis liefert als die Elektrophorese. Auch 
die Bestimmung nach Majoor gibt bei pathologischen Seren keine mit 
den elektrophoretischen vergleichbaren Werte. Die Unterschiede sind 
bei Seren verschiedener Krankheiten ganz verschieden groB. 

2. Mit der von Westphal, Gedigk und Meyer? angegebenen 
chromatographischen Methode zur Bestimmung der relativen Binde- 
fihigkeit normaler und pathologischer Seren kann bei elektrophore- 
tischer Bestimmung der Albuminkonzentration keine Veranderung der 
Bindefahigkeit des Albumins fiir Azorubin nachgewiesen werden. Selbst 
bei Seren, die in ihrer EiweiBzusammensetzung hochgradig patho- 
logisch verandert sind, ist eine verminderte Azorubinbindung des Serums 
nur ein Ausdruck des verminderten Albumingehaltes. Es gelingt bisher 
nicht, aus dem Farbstoffbindungsvermégen der Albumine qualitative 
Veranderungen dieses Proteinmolekiils in hochpathologischen Seren 
nachzuweisen. 

3. Fir die Eigentiimlichkeit der Azorubinbindung an Serum- 
albumin wird eine Erklarung gegeben und die Ursache erlautert, die 
bei dieser Methode die Abhangigkeit von der Albuminkonzentration 
bewirkt. 


17 E. Wiedemann, Experientia, Vol. III, 341 [1947]; Helv. chim. Acta 31, 
2037 [1948]. 
18 KE. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 892 [1947]. 
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Uber die antibiotische Wirkung der Flechtenstoffe 


Von 
Josef Klosa* 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1951) 


Uber die antibiotische Wirkung einzelner Flechtensiuren ist gleich- 
zeitig von Barry, Stoll und Mitarb., J. Klosa und Marshak?! be- 
richtet worden. Burgholder und Evans? berichteten iiber die anti- 
biotische Wirkung einiger Flechtenextrakte und hoben hervor, daB ihre 
antibiotische Wirkung nicht bleibend ist, sondern inaktiviert wird. 
Vartia® untersuchte 82 Flechtenarten und konnte aus 22 die Usnin- 
siure gewinnen. Einige der untersuchten Flechtenarten zeigten keine 
antibiotische Wirkung, obwohl sie nach den chemischen Untersuchungen 
von Zopf‘ und spater Asahina® und seinen Schiilern durchaus Stoffe 
enthielten, die sich nach unseren Untersuchungen® antibiotisch ver- 
halten’. Da die Usninsiaure allein als /-Usninsiure in 5 Flechtenfamilien 
weit verbreitet ist und die d-Usninsaiure sogar in 7 Familien, so war es 
nicht schwierig, die Usninsadure als den Trager der antibiotischen 
Wirksamkeit vieler Flechtenspezies zu erkennen und zu isolieren. Die 
Usninsaure ist einfacher aus den Flechten zu isolieren als andere Flechten- 
siuren, wie Atranorin, Physodsaiure, Gyrophorsaure und viele 
andere. So wurden schon einige Jahre spater die antibiotischen Eigen- 
schaften der Usninséure von mehreren Autoren bestatigt, in Spanien 


* Berlin-Adlershof, Altheiderstr. 11. 

1 V.C. Barry, Nature [London] 158, 131 [1946]; A. Stoll, J. Renz u. 
A. Brack, Experientia 8, 111, 115 [1947]; J. Klosa, Pharmaz. Ztg. 88, 333 [1947]; 
A. Marshak, Publ. Health. Rep. 62, 1 [1947]. 

2P.R. Burgholder u. A. W. Evans, Bull. Torr. Bot. Club 72, 157 [1945]; 
P.R. Burgholder, McVeigh u. H. Thornton, Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 
7, 250 [1944]. 

3 K. O. Vartia, Ann. Med. exp. Biol. Fenn. 27, 46 [1949]; 28, 7 [1950]. 

4 W. Zopf, Die Flechtenstoffe, Jena 1907; Hesse, J. prakt. Chem. (2) 70, 
449 [1904]; 88, 25 [1911]; 92, 43 [1915]. 

5 Asahina, Fschr. Chem. org. Naturst. 1939 II, S. 27. 

6 J. Klosa, Pharmaz. Zentralhalle Deutschland 165, 6 [1949]; Med. Monats- 
schr. 11, 816 [1950]. 

7 November 1946 wurde als starkst wirksames und leicht zugangliches Flechten- 
antibiotikum ein Flechtenséurekomplex unter dem Namen Evosin in die klinische 

genommen. Es zeigte sich sehr gut wirksam bei lokalen Infektionen und 

bei der menschlichen Tuberkulose. Die Versuche konnten wegen Fehlens der 
Flechte nur im beschrinkten Rahmen durchgefiihrt werden. Seit jenem Jahre 
werden auch andere Flechtenstoffe (z.B. Atranorin, Physodsaure u. a.) im be- 
scheidenem Rahmen bei verschiedenen Formen der Tuberkulose erforscht. Die 
bisherigen Ergebnisse sind sehr vielversprechend. 
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von Bustinza®, in Finnland von Hailala® und Vartia*, in Japan 
von Shibata und Mitarbb.!°, die auch versucht hatten, das Molekiil 
der Usninsiure umzubauen, um noch stirkere antibiotisch wirkende 
Stoffe zu erhalten. Leider haben sich diese Erwartungen nicht erfillt, 
denn es zeigte sich, daB schon eine geringe Anderung des Molekiils der 
Usninsiure die antibiotische Wirksamkeit zerstért. Shibata™ hat 
auch die antibiotische Wirkung von Sphaerophorin, einem Inhalts- 
stoff einer sehr seltenen Flechte, gefunden. Diese Flechtenséure ist in 
ihrem antibiotischen Wirkeffekt sehr interessant. Sie zeigt eine Ver- 
wandtschaft zur Evernsaéure und Divaricatsiure: 


C,H, CH, 
A CO. ‘\ COOH © ee Eire 
*, 4 | aed 
ds \ JOH So }0H  HO\ }.0H OK }.0CH, 
ieee “esc 


CH; 
he CO. 


(2.0% 
Sphaerophorin 


Durch alkalischen Abbau geht Sphaerophorin in Sphaerophorol 
iiber, eben in gleicher Weise wie Evernsaure in Orcin, Divaricatséure 
in Divarin und Olivetorsiure nach Ashahina”™ in Olivetol: 

CH, C3H, C,H, 5(n) C5H,,(n) 


Va Va 


_ ma; eng Ref 


Orcin Divarin Sphaerophorol Olivetol 


Die Abbauprodukte sind also Orcinhomologe und zeichnen sich 
durch eine ungerade Zahl von Kohlenstoffatomen in der Seitenkette 
aus. Die antibiotische Wirksamkeit dieser Substanzen steigt, wie Tab. 3 
ergibt, vom Orcin iiber Divarin, Olivetol mit 5 Kohlenstoffatomen zum 
Sphaerophorol mit 7 Kohlenstoffatomen. Im Tierversuch zeigte sich 
Sphaerophorol viel weniger giftig als Orcin. Aber auch bei den Depsiden 
ist eine deutliche Wirkungssteigerung zu bemerken (Tab. 2). 


§ Bustinza u. Lopez, An. Jardin Bot. Madrid 7, 1—38 [1949]. 

® P. Heilala, R. Patiala, J. Patiala u. S. Siintola [briefliche Mitteilung], 
Ann. Med. exp. Biol. Fenn. 27, 151 [1949]; Suomen Kemistilehti 21, 121 [1948] 
(Finnisch). 

z 10 §, Shibata, T. Ukita, T. Tamura u. Y. Miura, Jap. Med. J. 1, 121 

[1948]. 

1 §. Shibata u. Y. Miura, ebenda, 1, 518 [1948]. 

12 Y. Asahina, Ber. dtsch. Chem. Ges. 65, 478 [1932]. 
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Stoll und Mitarbb.! extrahierten die Flechten mit einem Glucose- 
Alkaligemisch, Burgholder und Evans? mit einem Phosphatgemisch 
und ebenso verfuhr Vartia®. Gegen das erste Verfahren wire einzu- 
wenden, da8 Alkalien zu leicht hydrolysieren, gegen das 2. Verfahren, 
daB ein Phosphatpuffer niemals die gesamten antibiotischen Stoffe 
extrahieren kann. Wir haben uns daher bemiiht, nach einem Verfahren 
zu suchen, das uns erlaubt, die gesamten antibiotischen Stoffe in einem 
Gesamtkomplex zu erhalten, aus diesem Gesamtkomplex die einzelnen 
Bestandteile zu trennen und ihre antibiotische Wirkung zu priifen. 

Da eine alkalische Extraktion Zersetzung der Inhaltsstoffe bewirkt, 
extrahierten wir die Flechten mit einem Chloroform-Ather-Benzol- 
Aceton-Gemisch im Verhiltnis 1:1:1:1. Nach Verdampfen der Lésungs- 
mittel erhielten wir einen Gesamtextrakt, der gewohnlich ein schénes 
trockenes mehr oder weniger gefarbtes Kristallpulver darstellte. War 
aber den Praparaten noch Chlorophyll oder Fett beigemengt, so wurden 
die Gesamtextrakte in Ather-Alkohol bei gewéhnlicher Temperatur 
aufgenommen. Die Atherlésung wurde mit Natriumbicarbonat aus- 
geschiittelt, die alkalische Lésung, die die Flechtensiuren enthielt, 
rasch angesiuert und die Flechtensiuren wieder mit Ather-Alkohol 
oder Ather-Aceton aufgenommen. Das Lisungsmittel wurde abdestilliert 
und der Riickstand mit Phosphatpuffer oder Na-Bicarbonatlésung bei 
Pu 7,5 aufgenommen und gepriift. 

Wie Tab. 1 zeigt, finden wir die starkste antibiotische Wirkung der 
Flechteninhaltsstoffe aus der Familie der Cladoniaceae, Parmeliaceae 
und Usneaceac. Aber auch nahezu alle hier untersuchten Flechten sind 
antibiotisch wirksam. Die antibiotische Wirkung wechselt in einem 
mehr oder weniger groBen Spielraum. 

Wir ersehen aus Tab. 2, daB die Spaltprodukte der Depside in 
vitro eine stirkere Wirksamkeit entfalten, daB aber durch die Kupplung 
zum Depsid die Substanzen zwar etwas in der in-vitro-Wirksamkeit 
geschwacht werden, aber viel ungiftiger im Tierversuch sind’. Es ist 
wahrscheinlich, daB diese antibiotischen Depside erst im Darmkanal 
gespalten werden und die bakteriostatische Wirkung sich in vivo poten- 
ziert, denn in vitro zeigten z. B. Gemische von Evernsaure und Evernin- 
sdiure, Spaerophorin und Sphaerophorol eine viel stiirkere Wirksamkeit, 
die bei der Olivetorsiure und Olivetol etwa das 5- bis 10-fache erreichte 
als die Substanzen fiir sich allein. Aber auch Gemische der einzelnen 
Flechteninhaltsstoffe untereinander, wie z. B. Usninsiure mit Physod- 
siure 1:1, Physodsiure mit Atranorin im Verhiltnis 1:1, Physod- 
siure-Sphaerophorin 1:1, Physodsiure-Evernsiure 1:1 und weitere 
Gemische untereinander zeigten eine potenzierte Wirkung bis zum 
10-fachen Wert, der in der Tabelle angegebenen Wirkeffekte der ein- 
zelnen Flechtensiéuren. 


13 J. Klosa, Pharmazie 1950, 735. 
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Tab. 2. Antibiotische Wirksamkeit der reingewonnenen Flechtensauren. 





Name [staph.aur. Strept. h. | Pneum. ipht. Colt Proteus 
1: 5000 





Atranorin ... 
Atrarsiure. . ./1: 1: 
Atranol (Spalt- 
prod. d. Atra- 
norin) : 
Calycin 
Caperatsiure . . 
Evernsaure ‘ 
Everninsaure. . 
Everninsaure- 
methylester . . 
Divaricatsaiure . 
Divarséure. . . 
Divarin .... 
Divaricatinsaure 
Gyrophorsaure . 
d-Lichesterin- 


1 
ar |! 
Isophysodsaure .|1 
Pinastrinséure |1 
Obtusatsiure. .}1 
Olivetorsaéure 1: 
Olivetol . . . .{1: 
Umbicilarsaure .|1: 
Usninséure . .j/1 
Sphaerophorin .}1 
Sphaerophorol .}1 
Thamnolséure .|1 
Thamnol. .. ./l 




















1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1: : 1: 
1: : 1; 
1 : l: 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 


Tuberkulostatische Wirkung der Flechtensauren 


Die Flechtensiuren sind in Wasser meist unléslich, gut léslich aber 
in Benzylalkohol!*. In Wasser schwer lésliche Stoffe werden auf ihre 
tuberkulostatische Wirkung gewohnlich im Dubos-Nahrboden gepriift. 
Da wir aber nicht den hierzu bendtigten Tween-80-Emulgator zur 
Verfiigung hatten, modifizierten wir den Nahrboden nach Kirchner 
und priiften gleichzeitig im Nahrboden nach Souton. Als Testkeim 
wurde ein frisch aus dem Sputum lungentuberkuléser Patienten ge- 
wonnener Mycobacterium tuberc. hominis verwendet (Tab. 3). 

Der modifizierte Nahrboden nach Kirchner erméglichte eine viel 
raschere Bildung des Tuberkelrasens. Wir sehen aber hieraus, daB durch 


14 Wir haben, um die Schwerlislichkeit der Flechtenséuren zu iiberbriicken, 
feste Nahrbiden versucht, die die Flechtensiuren mittels Benzylalkohols inkor- 
poriert enthielten. Auf diese Weise ergaben sich sehr hohe tuberkulostatische 
Werte der einzelnen Flechtenstoffe (Klosa, Naturwiss. 1948, Heft 9). Wir werden 
in einer weiteren Arbeit diese Methode naher erértern. 








202 Josef Klosa, Bd. 287 (1951) 


Tab. 3. Tuberkulostatische Wirkung verschiedener Flechteninhaltsstoffe. 














Name wehebGden a modifiziert 
Souton Kirchner 

Airengwin, ... . s 2%" 1: 8000j 1: 40000 1: 50000 
Atrarsiure ....... 1: 30000 1: 10000 1: 15000 
CS 1 Sere eee 1:200000 1: 50000 1: 70000 
SS eee ak ae 1: 20000 1: 5000 1: 7000 
Caperatsiure ...... 1: 10000 1: 5000 1: 7000 
Evernmsfure....... 1: 20000 1: 10000 1: 15000 
Everninséuremethylester . 1:200000 1: 30000 1: 40000 
Everninsfure ...... 1:200000 1: 30000 1: 40000 
Divaricatsiure. ..... 1: 20000 1: 10000 1: 15000 
Divarsiure ....... 1: 50000 1: 40000 1: 50000 
A ee ae ee 1:300000 1: 60000 1: 80000 
Gyrophorséure. ..... 1:150000 1: 20000 1: 25000 
d-Lichesterinsfure . . 1: 10000 1: 10000 1: 10000 
d-Protolichesterinsaure 1: 50000 1: 20000- 1: 20000 
Physodséure....... 1:200000 1: 15000 1: 20000 
Isophysodsiure ..... 1: 30000 1: 20000 1: 30000 
Pinastrinsiure. ..... 1: 50000 1: 20000 1: 20000 
Obtusatsfure ...... 1: 30000 1: 20000 1: 25000 
Olivetorsiure ...... 1: 40000 1: 30000 1: 35000 
eee ese ae 1:130000 1: 20000 1: 30000 
SRS es oe saa ed 1:1000001* 1: 10000 1: 15000 
Umbicilarsiure ..... ~ - ok 
eee ae 1:800000 1: 100000 1:120000 
Sphaerophorin. .. . . 1:100000 1: 30000 1: 40000 
Sphaerophol ...... 1:400000 1: 40000 1: 50000 
Thamnolsfure. ..... 1: 8000 1: 1000 1: 1000 
ot Ge ce 1: 10000 1: 3000 1: 5000 





16 Th. Lennartz, Z. Naturforschg. 2b, 7 [1947]. 


den Gehalt von lésungsvermittelnden Propylenglykol und Glycerin 
die antituberkulése Wirkung der Flechtensiuren in dem modifizierten 
Nahrboden gesteigert ist. Im Nahrboden nach Souton ist die anti- 
tuberkulése Wirkung der Flechtenantibiotika durchschnittlich etwa 
10-mal so hoch wie im Nahrboden nach Kirchner. So ist die Usnin- 
siure im Nahrboden nach Souton 1:1 Mio. wirksam (wenn man im 
Vergleich zu KontrollgeféBen den Beginn der Rasenbildung ansetzt, 
eine deutlichere Hemmung ist erst ab 1:800000 wahrzunehmen), nach 
Kirchner aber nur 1:100000, nach dem modifizierten Nahrboden 
aber 1:120000. Zwar scheinen die Flechteninhaltsstoffe durch Serum- 
zusatz weitgehend inaktiviert zu werden bzw. in der antibiotischen 
Wirkung geschwacht zu werden, doch muB hierbei auch die Frage ge- 
stellt werden, ob die antibiotischen Stoffe nicht dadurch unwirksam 
werden, daB sie aus ihren Lésungen weitgehend gefillt werden’. =- 


15 Wir haben die Testung der im Handel befindlichen Flechtenantibiotika 
Evosin (= urspriinglicher Sammelname fiir Antibiotika aus der Familie der 
Usneaceae) und Parmycin (= Evosin II oder Sammelname fiir Flechtenanti- 
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Beschreibung der Versuche 


a) Sammlung 
Herkunft der Flechten: Die Flechten wurden im Harz (Wernigerode), auf 
dem Kyffhauser, im Erzgebirge (Freiburg, Aue), in Sachsen (Halle) und im Thii- 
ringer Wald (Meuselbach, Sonneberg) und zwar zweckmaBig im Herbst gesammelt, 
weil man in dieser niederschlagsreichen Zeit die Krusten- und Staubflechten 
leichter sammeln kann. Die Trocknung der Flechten geschah an der Luft durch 
die Sonne. 


b) Chemischer Teil 


100 g lufttrockener und zerriebener Flechten wurden in einem Extraktions- 
apparat mit einem Gemisch von 125 ccm Aceton, 125 ccm Chloroform, 125 ccm 
Ather und 125 com Benzol 2—5 Stdn. hei8 extrahiert. Es wurde hei8 filtriert und 
das Lésungsmittel abdestilliert. Gewéhnlich resultierte ein mehr oder weniger 
gelbes bis rétliches Kristallpulver. 

Konnte der Extrakt nicht trocken erhalten werden, wurde er mit einem Ge- 
misch von Alkohol-Aceton und viel Ather aufgenommen und diese Lésung mit 
verdiinnter Natriumbicarbonatlésung oder 2-n.Soda ausgezogen. Die alkalische 
Lésung wurde sofort angesduert und der ausgefallene Niederschlag mit Ather auf- 
genommen. Léste sich nicht alles, so wurde Aceton oder Alkohol zugesetzt, oder 
es wurde mit einem Ather-Benzol-Gemisch ausgeschiittelt. Nach dem Verdampfen 
des Lésungsmittels waren die Extrakte gewohnlich frei von Chlorophyll oder Fetten. 

Die Gewinnung der einzelnen Flechtensduren erfolgte auf der Grundlage der 
Léslichkeitsangaben nach Zopf’. 


c) Bakteriologischer Teil 


Als Nahrbéden fiir die Testung wurde Pferdefleischbouillon mit 1° Pepton 
Witte und 0,5% NaCl verwendet, also eine ahnliche Nahrlésung, wie sie in der 
Penicillintestung iiblich ist. Nur fiir die Testung von Diphtherie-Bazillen und 
Streptococcus himolyticus wurden feste Nahrbéden mit dem gewéhnlichen Zusatz 
von Fleischbriih-Agar verwendet. Im letzteren Falle wurde das Nahrmedium in 
Petri-Schalen 3 mm dick ausgegossen. Der py-Wert der Nahrlésungen war durch- 
schnittlich 7,2 bis 7,5. Um den Test auf den festen Nahrbéden schneller zu er- 
reichen und mit weniger Platten auszukommen, haben wir die Lésung der anti- 
biotischen Stoffe in ein mit Glycerin durchfeuchtetes Filtrierpapier mit 5 mm 
Radius einsaugen lassen und dieses dann unter sterilen Bedingungen auf die Platten 
gebracht. Die Inkubationszeit der Nahriésungen mit den Testkeimen betrug 
24—36 Stdn. 

Die festen Extrakte der Flechten — also die Gesamtantibiotica — wurden 
je nach ihren Léslichkeitsverhaltnissen entweder mit 1,3-proz. Natriumbicarbonat- 


biotika aus der Familie der Parmeliaceae und Cladoniaceae) wegen ihrer Schwer- 
léslichkeit nach einer besonderen Methode durchfiihren miissen, die sich an die 
bekannten Methoden des Verdiinnungs- und Plattentestes (vgl. G. Henneberg, 
Einfiihrung in die bakteriologische Untersuchungstechnik zur Penicillintherapie, 
Jena 1947) anlehnt: Die Verdiinnungen des zu priifenden Evosin- oder Parmycin- 
Praparates werden in sterilen Reagensglisern mit 5 ccm Pepton-Glucose-Wasser 
und 2 Tropfen einer Kultur von Staphylococcus aureus beimpft. Der Test wird 
16—18 Stdn. bei 37°C bebriitet. Da das Evosin in der Testlésung eine starke 
Triibung hervorruft, wodurch eine genaue Ablesung erschwert wird, mu8 man 
bei héheren Evosinkonzentrationen eine Subkultur durchfiihren, was bei nie- 
drigeren Konzentrationen wegen der geringeren Triibung nicht unbedingt erforder- 
lich ist. Die Lésung wird in 1,3-proz. Natriumbicarbonatlésung bereitet. Man ver- 
setzt also zur Ausfiihrung der Subkultur 0,1 ccm der bebriiteten Testlésung mit 
5 cem einer sterilen Pepton-Glucose-Lésung und kann nach weiteren 16—18 Stdn. 
Bebriitung den Test genau ablesen. Grenzwert ist das letzte klare Réhrchen. 
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lésung, einem Phosphatpuffergemisch vom py 7,3 oder mit Alkohol-Aceton (in 
der Lésung durften dann nur héchstens 1°, Alkohol vorhanden sein) aufgenommen 
und in die Kulturréhrchen gebracht. Es wurde 24 Stdn. bei 37° C bebriitet und 
dann der Test abgelesen. In ahnlicher Weise wie die Gesamtantibiotica wurden 
auch die reinen Flechtenséuren in Lésung gebracht und auf die Bakterien gepriift. 

Nahrbéden fiir Mycobacterium tuberculosis: Als Stamm diente Mycobac- 
terium tuberculosis, der frisch gewonnen nach mehreren Passagen zur Testung 
herangezogen wurde. Dem Nahrboden nach Souton setzten wir noch Propylen- 
glykol als Léslichkeitsvermittler fiir die Flechtenstoffe hinzu: 


4,00 g Asparagin 
2,00 g Citronensiure 
0,50 g Dikaliumphosphat 
0,20 g Magnesiumsulfat 
0,02 g Eisenammoncitrat 
15,00 g Glycerin 
20,00 g Propylenglykol. 


Dieses Gemisch wurde in 1 1 Wasser gelést, sterilisiert und in Kolben zur Ein- 
impfung gefiillt. ; 
Modifizierter Nahrboden nach Kirchner: 


Megter to, emg. 2 se. kk 3,0 g 
to Os je Sibel ll i eg ae aaa ae 4,0g 
es OR ee Rae rae er 0,6 g 
eee ee ee 2,5 g 
OIA es eres ay si fav ce ee 5,0 g 

Oe Fa fas eS eo Sis Ny hia, Moths 2,0 g 
NOR el as ds bs 5 iio 5 sw ipaen ig 20,0 g 
Propylenglykol ........... 20,0 g 
ONES een ots + cess 6 ee ad 1000. 


Diese Lésung wurde sterilisiert und sodann 100 ccm Rinderserum zugefiigt. 

Die Substanzen wurden in Natriumbicarbonatlésung geliést oder mit einem 
Gemisch von Alkohol-Aceton 1:1. Der pq-Wert der Kulturen wurde auf 7 gestellt. 
Weiterhin wurde darauf geachtet, daB der Alkohol-Aceton-Zusatz nicht tiber 1% 
in der Nahrlésung stieg. In Alkohol-Aceton wurden Evernsiure, Physodsaure, 
Divaricatsaure und Sphaerophorin gelést. In einigen Fallen haben wir als Lésungs- 
mittel auch Benzylalkohol verwendet. Letzterer wirkt aber sehr stark auf Tuberkel- 
bazillen ein, so da8 die antituberkulése Wirkung einiger Flechtensiuren um ein 
vielfaches gesteigert wurde. Von jeder Substanz wurden mebrere Verdiinnungs- 
serien geschaffen. Das Nahrmedium wurde zu je 5 ccm in Reagensglasern abgefiillt, 
die zu priifende Substanz in entsprechender Verdiinnung zugesetzt und hierauf 
wurde mit 8—10 Tage alten Kulturlésungen (verdiinnt 1:30) angeimpft. Die 
Kulturen wurden bei 37° bebriitet und ab dem 10. Tage gepriift. 


Zusammenfassung 


Die Gesamtinhaltsstoffe einer Anzahl von Flechten wurden auf 
ihre antibiotische Wirkung gepriift. Es wurde gefunden, daB alle ge- 
priiften Flechten Antibiotika enthalten, die gegen Staphyloccoccus aureus, 
Streptococcus himolyticus, Pneumokokken und Diphteriebazillen eine 
sehr starke Wirkung entfalten. Die stirksten antibiotischen Stoffe 
liefern Flechten aus der Familie der Parmeliaceae, Cladoniaceae und 
Usneaceae. Die antituberkulése Wirkung der Flechtenstoffe wird in 
vitro durch Serumzusatz gehemmt. 
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Papierchromatographische Trennung von Tryptophan, «-Oxy-tryp- 
tophan, Kynurenin und 3-Oxy-kynurenin 


Von 
Heinrich Hellmann 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiolog.-chem. Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Januar 1951) 


Die Erforschung der Bildungsweise gewisser Insektenpigmente 
einerseits! und des Nicotinamids in manchen Mikroorganismen und 
Saugetieren andererseits? hat zu dem Ergebnis gefiihrt, daB «-Oxy- 
tryptophan (Oxtry), Kynurenin (Kyn) und 3-Oxy-kynurenin (Oxkyn) 
die ersten Glieder einer Reaktionskette bilden, welche bei der biologischen 
Oxydation des Tryptophans (Try) durchlaufen wird. Die nihere Unter- 
suchung dieser Oxydationsreaktionen erfordert eine Methode, die den 
gleichzeitigen Nachweis von Try, Oxtry, Kyn und Oxkyn in Mengen 
von einigen Mikrogrammen gestattet. Fiir den Nachweis kleinster Sub- 
stanzmengen in biologischen Flissigkeiten hat sich das papierchromato- 
graphische Verfahren vielfach bewahrt. Wir haben mit dieser Methode 
die Ry-Werte der vier genannten, synthetisch dargestellten Amino- 
siuren in verschiedenen Lésungsmittelsystemen ermittelt und uns be- 
miht, Systeme zu finden, die ihren gleichzeitigen Nachweis gestatten. 

Nachdem uns die Trennung von Try und den in unserem Institut 
synthetisierten Aminosiéuren Kyn* und Oxkyn‘ mit Hilfe von wasser- 
gesaittigtem m-Kresol in befriedigender Weise gelungen war, unter- 
richtete uns Neuberger iiber eine von ihm und seinen Mitarbeitern® 
im National Institute for Medical Research ausgearbeitete, noch un- 
veréffentlichte Synthese von Oxtry und stellte uns dankenswerterweise 
eine Probe seines synthetischen Produktes zur Verfiigung. So konnten 
wir auch diese Aminosaure in die Untersuchungen einbeziehen. Leider 
iiberlappt sich Oxtry mit Kyn bei Verwendung von m-Kresol, so dab 
dieses Loésungsmittel nicht fiir die gleichzeitige Trennung aller vier 
Aminosauren in Frage kommt. 

Neuberger gestattete uns zugleich Einsicht in ein Manuskript, 
das die papierchromatographische Trennung von Try, Oxtry und Kyn 
behandelt®. Er empfiehlt hierin als Lésungsmittelsystem ein Gemisch 


1 A. Butenandt, Angew. Chem. 61, 262 [1949]. 

2 W. A. Krehl, Vitamines and Hormones 7, 111 [1949]. 

3 A. Butenandt, W. Weidel u. I. Neckel, diese Z. 281, 119 [1944]; A. Bu- 
tenandt u. G. Hallmann, Z. Naturforschung 5b, 444 [1950]. 

4 A. Butenandt, W. Weidel u. H. SchloBberger, Z. Naturforschung 4b, 
242 [1949]; A. Butenandt u. G. Hallmann, 1. c.°. 

5 J. W. Cornforth, R. H.Cornforth, C. E. Dalgliesh u. A. Neuberger, 
nicht verdéffentlicht. 

6 J. W. Cornforth, C. E. Dalgliesh u. A. Neuberger, nicht veréffentlicht. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 287 14 
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von -Butanol, Eisessig, Formalin und Wasser im Verhiltnis 5:1:1:3 
und das Sichtbarmachen des Chromatogramms mit Ninhydrin, wobei 
sich Try durch zwei gelbe Flecken, Kyn durch einen braunen und Oxtry 
durch einen purpurfarbenen Fleck zu erkennen geben. Wir tibertrugen 
diese Arbeitsweise auf das Gemisch der vier Aminosauren, stellten 
jedoch fest, daB in dem formaldehydhaltigen Butanol-Essigsiure-Ge- 
misch Oxkyn, das nach Entwicklung mit Ninhydrin unter diesen Be- 
dingungen eine Orangefarbung gibt, mit dem zwischen Kyn und Oxtry 
gelegenen gelben Try-Fleck zusammenfiallt, wodurch es, besonders 
in geringeren Konzentrationen, schwer erkannt wird. Ungiinstig sind 
ferner die schwachen Farbténe, die Ninhydrin nach Entwicklung mit 
formaldehydhaltigen Systemen erzeugt. Die Farbeffekte werden zwar 
intensiver, wenn das Papier sowohl zum Verdunsten des Losungsmit- 
tels als auch nach dem Bespriihen mit Ninhydrinlésung nicht er- 
warmt, sondern bei Zimmertemperatur aufgehingt wird. Diese lang- 
dauernde Trocknung ist aber wegen der Oxydationsempfindlichkeit des 
Oxkyn nicht zu empfehlen. Um starkere Farbeffekte zu erhalten, be- 
vorzugen wir deshalb Lésungsmittelgemische ohne Formaldehyd. 

Wie aus den Ry-Werten der Tab. 1 ersichtlich ist, gelingt mit kei- 
nem der gepriiften Lésungsmittelsysteme eine klare Trennung aller vier 
Komponenten durch eindimensionale Chromatographie. Auf die langer- 
dauernde zweidimensionale Chromatographie haben wir wegen der schon 
erwahnten Oxydationsempfindlichkeit des Oxkyn und des sich daraus 
ergebenden Substanzverlustes verzichtet. 


Tab. 1. Rr-Werte von Tryptophan, «-Oxy-tryptophan, Kynurenin und 3-Oxy- 

kynurenin bei aufsteigender Chromatographie mit verschiedenen Lésungsmittel- 

gemischen auf Whatman Nr. 1 bei 22°. (Nahere Erliuterungen zu den Lésungs- 
mittelsystemen im Versuchsteil.) 

















Lésungsmittelsystem Try Oxtry Kyn Oxkyn 
LS ee. ee see 0,54 0,70 0,62 0,35 
2. m-Kresol-NH,* ........ 0,62 — 0,70 0,40 
3,. Phootia MBps i006. a esa lens 0,78 0,84 0,80 0,63 
es ere 0,30 0,32 0,27 0,20 
5. n-Butanol-Essigsiure ..... 0,50 0,48 0,45 0,40 
6. n-Butanol-Essigsiure-HCHO . .|0,89 u.0,65) 0,56 0,75 0,65 
7. n-Butanol-Benzylalkohol . . . . 0,20 0,24 0,18 0,15 
8. Benzylalkohol ........ 0,23 0,30 0,26 0,16 
9. Collidin-Lutidin. ....... 0,62 0,60 0,55 0,65 
10. gesittigte Ammonsulfatlésung . 0,20 0,32 0,32 0,27 
1l. saures waBriges Athanol. . . . 0,50 0,43 0,39 0,35 
12. Isobuttersiure ........ — 0,70 0,66 0,52 





* Absteigende Technik. 


Die Uberlappung von Oxtry und Kyn bei Entwicklung mit wasser- 
gesittigtem m-Kresol macht die vorherige Abtrennung einer dieser 
Aminosiuren aus dem Gemisch erforderlich. Das basische Kynurenin, 
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das im Gegensatz zu den anderen drei Aminosiuren mit Athyl-«-naph- 
thylamin zu einem karmoisinroten Azofarbstoff kuppelt und dadurch 
leicht nachgewiesen werden kann, lé8t sich durch Adsorption an Wofa- 
tit C in n/10-Essigséure abtrennen. Die Aminosiuren Try, Oxtry und 
Oxkyn sind dann in dem durch Lyophilisieren eingeengten Adsorptions- 
filtrat durch eindimensionale Chromatographie mit m-Kresol und Sicht- 
barmachen mit Ninhydrin nachweisbar. 

Auch wassergesattigter Benzyl- 
alkohol eignet sich als Lésungsmittel 
zur Trennung dieser drei Stoffe. 
Wegen der niederen Ry-Werte, die 
dieses System liefert, empfiehlt es 
sich, mit einem Saugpolster zu ar- 
beiten’?. Die Trennung von Try, 
Oxtry und Oxkyn erfolgt bei Ver- 
wendung von Benzylalkohol jedoch 
nicht so scharf wie mit m-Kresol. 
Die Identifizierung gelingt dennoch 
einwandfrei, weil hier zwei ver- (Try) graubraun 
schiedene Farbreaktionen gleichzei- 
tig auf ein und dasselbe Chromato- 
gramm angewendet werden kénnen, 
was in dem phenolischen System 
nicht méglich ist. Fiir die Anwen- 
dung zweier Farbreaktionen wird 
das Papier vom Startpunkt her in 
Richtung der Wanderungsstrecke Abb. 1. Behandlung eines aufgeschnit- 
aufgeschnitten, wobeider gelbe Fleck tenenChromatogramms von Try,/Oxtry 

, . und Oxkyn mit zwei verschiedenen 
des Oxkyn, der seine Farbe inten- Farbreagenzien. * Startpunkt. 
siviert, wenn das feuchte Papier 
Ammoniakdimpfen ausgesetzt wird, als Richtpunkt dienen kann (Abb. 1). 

Der eine Schenkel des Papiers wird mit Ninhydrin angefirbt, 
worauf Try als graubrauner Halbkreis zwischen den purpurfarbenen 
Halbkreisen von Oxtry und Oxkyn am Schnittrand erscheint. Der andere 
Schenkel wird mit Ehrlichs Reagens behandelt, das einen zitronengelben 
Halbkreis im Sitz von Oxtry, einen blauen beim Try und einen orangenen 
beim Oxkyn erzeugt. Durch Zusammenlegen der beiden Papierstreifen 
lassen sich die Aminoséuren identifizieren (Abb. 1). Der zweite Schenkel 
kann auch mit dem Folinschen Phenolreagens bespriiht werden, worauf 
sich Oxtry und Oxkyn als blaue Halbkreise abzeichnen, oder er kann 
in eine sodaalkalische Lésung von diazotierter Sulfanilsiure getaucht 
werden, worauf Oxkyn momentan zu einem rotbraunen Azofarbstoff 
kuppelt, ahnlich wie Tyrosin und Histidin. Die Farbreaktion mit diazo- 
tierter Sulfanilsiure wird von keiner der anderen drei Aminosdéuren 
gegeben. 


7 J. K. Miettinen u. A. J. Viranen, Acta. Chem. Scand. 8, 359 [1949]. 
14* 


Ninhydrin 
Schnittlinie 
Ehrlichs Reagens 


(Oxtry) purpur 


(Oxkyn) purpur 
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Nicht fir alle Fragestellungen wird der gleichzeitige Nachweis 
aller vier genannten Aminosauren gefordert. Soll in einem Gemisch von 
allen vieren nur Kyn bzw. Oxkyn nachgewiesen werden, so geniigt eine 
halbstiindige Papierchromatographie mit einem schnellwandernden, 
hohe Ry-Werte liefernden Lésungsmittel, etwa mit essigsdiuregesit- 
tigtem n-Butanol mit saugkraftigem Papier und anschlieBende Azofarb- 
stoffbildung mit Athyl-«-naphtylamin bzw. Sulfanilsiure. Sollen in dem 
Gemisch nur Oxtry und Oxkyn nachgewiesen werden, so empfiehlt sich 
die Chromatographie mit wassergesittigter Isobuttersiure und Sicht- 
barmachen mit Folinschem Phenolreagens. Interessiert nur der Nach- 
weis von Try, so chromatographiert man in gesittigter Ammonsulfat- 
lésung und macht das Chromatogramm mit Ninhydrin sichtbar; der 
graubraune Try-Fleck ist deutlich vom Gemisch der anderen drei, die 
in einem purpurfarbenen Fleck vereinigt sind, abgesetzt. Sind in dem 
Gemisch nur Try und Kyn vorhanden, so empfiehlt sich eine Chromato- 
graphie mit dem wassergesittigten Gemisch gleicher Teile von Collidin 
und Lutidin, welches besonders gut ausgebildete kleine Flecke liefert. 

Die vier Aminosaéuren sind in allen genannten formaldehydfreien 
Lésungsmittelgemischen nach 14—24 Stdn. wihrender Chromato- 
graphie mit Ninhydrin noch eindeutig nachweisbar, wenn sie im auf- 
getragenen Substanzgemisch mit einer Menge von 5 y vertreten waren. 

Hrn. Professor Butenandt danke ich herzlichst fiir sein reges Interesse an der 
vorliegenden Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 


Fiir die in Tab. 1 aufgefiihrten Liésungsmittelgemische kam die aufsteigende 
Technik zur Anwendung; lediglich mit m-Kresol wurde absteigend chromato- 
graphiert. 

Entwicklungskammer. Als Kammer dient die Kombination eines zylin- 
drischen Priparatenglases von 50cm Héhe und 25cm Durchmesser mit einem 
passenden durchlochten Exsiccatordeckel. In den Deckel wird ein durchbohrter 
Gummistopfen eingesetzt, durch den ein Glasstab mit geeigneter Aufhangevor- 
richtung fiir das Papier auf- und abgeschoben werden kann. Auf diese Weise 14Bt 
sich das Papier nach erfolgter Gleichgewichtseinstellung zwischen Lésungsmittel, 
Papier und Innenatmosphare bequem in das Lésungsmittel eintauchen, ohne daB 
die Kammer, wie bei anderen Anordnungen, noch einmal gedffnet werden miiBte. 
Die beschriebene Kombination hat vor anderen Entwicklungskammern den Vor- 
teil, daB sie wesentlich billiger, vollkommen durchsichtig, leichter zu reinigen und 
und zum Einstellen in Thermostaten geeignet ist. Vor anderen Behelfsapparaturen 
zeichnet sie sich dadurch aus, daB sie auf einfache Weise luftdicht verschlossen 
werden kann, was fiir mehrkomponentige Lésungsmittelsysteme und solche mit 
tiefsiedenden Lésungsmitteln wesentlich ist. Die Anordnung ist an anderer Stelle 
ausfiihrlich beschrieben®. 

Papier. Fiir Vorversuche benutzten wir das schnellsaugende, schwedische 
Munktell OB von J. H. Munktell Pappersfabriksaktiebolag, Grycksbo. Fiir die 
endgiiltige Analyse wurden Whatman Nr. 1 sowie die ihm im Trennvermégen 
gleichwertigen, neuen Papiere von Schleicher & Schiill, Nr. 2040a, 2040b, 2043a 
und 2043b verwendet. 

Lésungsmittelgemische. 1. m-Kresol. Destilliertes m-Kresol wurde mit 
Wasser gesattigt, die organische Phase mit einigen Kristallen von 8-Oxy-chinolin, 


8 H. Hellmann, Dtsch. med. Wschr. (im Druck). 
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Papierchromatographische Trennung 





die waBrige mit einigen Kristallen KCN versetzt. 2. m-Kresol-NH;. Wie unter. 
1; zusatzlich 1 ccm konz. NH,-Lésung auf den Boden der Kammer getropft. 
3. Phenol-NH,. Uber Zn-Staub destilliertes Phenol, mit 0,3-proz. NH,-Lésung 
gesattigt®. 4. n-Butanol. Wassergesattigtes, destilliertes n-Butanol. 5. n-Buta- 
nol-Essigséure. Organische Phase des Gemisches 1-Butanol-Eisessig- Wasser 
(4:1:5)!*% 6. Butanol-Essigsaure-Formaldehyd. Organische Phase des 
Gemisches »-Butanol-Eisessig-40-proz. waBriges Formaldehyd-Wasser (5:1:1:3) 
nach Neuberger und Mitarbeitern®. 7. n-Butanol-Benzylalkohol. Wasser- 
gesattigte Mischung gleicher Teile von n-Butanol und Benzylalkohol®. 8. Benzyl- 
alkohol. ,Wassergesittigter Benzylalkohol". 9. Collidin-Lutidin. Wasser- 
gesattigte Mischung gleicher Teile von 2.4.6-Collidin und 2.4-Lutidin, nicht destil- 
lierte, reine Lésungsmittel von der Teerverwertungsgesellschaft Duisburg-Meide- 
rich, 10. Gesattigte Ammonsulfatlésung™. 11. Saures wassriges Atha- 
nol. Mischung von 160 ccm Athanol, 39 com Wasser und 1 ccm konz. Schwefel- 
saure, 12. Isobutterséure. Wassergesattigte Isobuttersiure™. 

Farbreaktionen. Ninhydrinreagens. Bespriihen mit einer Lésung von 
0,1% Ninhydrin in wassergesattigtem n-Butanol und 5 Min. im Trockenschrank 
bei 110° aufhangen. Ehrlichs Reagens. Bespriihen mit einer Lésung von 2 g 
p-Dimethylaminobenzaldehyd in 100 ccm 20-proz. Salzsiure!* und Farbentwicklung 
beobachten im Trockenschrank bei 60°; die Orangefarbung mit Oxkyn erscheint 
meistens erst nach 10 Min. — Azofarbstoffbildung mit Athyl-«-naph- 
thylamin. Besprihen mit einer Lésung von 0,2% Natriumnitrit in 0,1 7. Salz- 
sdure, trocknen und bespriihen mit einer Lésung von 0,2% Athyl-«-naphthylamin- 
hydrochlorid in Alkohol’4; Farbentwicklung beobachten im Trockenschrank bei 
100°, Beide Lésungen miissen frisch bereitet sein. Karmoisinrote Farbung mit Kyn, 
keine Reaktion mit Try, Oxtry und Oxkyn. — Azofarbstoffbildung mit 
diazotierter Sulfanilsiure. Eintauchen des Papiers in eine 0,1-proz. Lésung 
von frisch bereiteter, diazotierter Sulfanilsaure in 1-n.Sodalésung!®. Oxkyn gibt 
Rotbraunfarbung wie Tyrosin und Histidin; Try, Oxtry und Kyn reagieren nicht. 
— Folinsches Phenolreagens. Bespriihen mit einer Lésung von Phosphor- 
molybdanwolframsaure*, Trocknen und Bespriihen mit 2-.Sodalésung. Oxtry 
und Oxkyn geben Blaufiérbung. — Zum Bespriihen werden glaserne Vernebler 
von 100 ccm Fassungsvermégen (Firma Greiner, Bremen), die an eine Stickstoff- 
bombe angeschlossen waren, verwendet. 

Frin. Inge Wimmers sei fiir ihre technische Hilfe herzlichst gedankt. 


Zusammenfassung 

Tryptophan,” «-Oxy-tryptophan, Kynurenin und '3-Oxy-kynurenin 
lassen sich mit keinem von zwilf gepriiften Lésungsmittelsystemen 
auf einmal durch eindimensionale Papierchromatographie trennen, 
weil Oxytryptophan und Kynurenin sich iiberlappen. Kynurenin ist 
jedoch leicht mit Hilfe von Ionenaustauschern aus dem Gemisch zu 
entfernen; das verbleibende Gemisch von Tryptophan, «-Oxy-trypto- 
phan und 3-Oxy-kynurenin lé8t sich mit wassergesattigtem m-Kresol 
einwandfrei trennen. 


® A. Polson, Biochim. Biophys. Acta 2, 575 [1948]. 

10 §. M. Partridge u. R. G. Westall, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 

11 R.Consden, A.H. Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J. 38, 224 
[1949]. 

2 J. Tabone, D. Robert, 8S. Thomassey u. N. Mamoenas, Bull. Soc. 
Chim. biol. 82, 529 [1950]. 

13 E. Kelemen, B. Tanos u. D. Halmagyi, Biochem. J. 47, 138 [1950]. 

14 B. Ekman, Acta Chem. Scand. 2, 383 [1948]. 
15 G, Agren u. T. Nisson, Acta Chem. Scand. 3, 528 [1949]. 
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Photometrische Mikrobestimmung von Kalium im Blutserum 
mit Hexanitrodiphenylamin 


Von 
Wolfgang Reimann 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universit&ét Leipzig 











(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1951) 


Im klinischen Laboratorium biirgern sich die schnell ausfiihrbaren 
mikroanalytischen Verfahren immer mehr ein. Kalium wird im Blut- 
serum mikroanalytisch als Hexachloroplatinat!, nach Kramer und 
Tisdall? als Hexanitrokobaltiat, kolorimetrisch*, volumetrisch* oder 
gasometrisch® bestimmt. Keines der Verfahren hat sich voll durchsetzen 
k6nnen. In neuester Zeit ist die Kramer-Tisdallsche Methode von Spier® 
kritisch bearbeitet und manche friihere Ungenauigkeit abgeindert 
worden, wodurch sich die Hexanitrokobaltiatbestimmung besser als 
bisher anwenden laBt. Ich habe versucht, Kaliumbestimmungen auf 
kolorimetrischem Wege fiir biologisches Material und fir Blutserum 
mit Hilfe des bekannten Hexanitrodiphenylamin-Reagenses auszu- 
fiihren. 

Hexanitrodiphenylamin [(0,N),-C,H,-NH-C,H,:(NO,)3] ist ein 
fast spezifisches Fallungsreagens auf Kalium. Seine léslichen Salze 
geben intensiv farbige und sehr bestindige Lésungen. Hexanitro- 
diphenylamin kann sowohl zur gravimetrischen’ als auch zur kolori- 
metrischen Bestimmung im anorganischen Material verwendet werden®. 
Mit den Kationen Mg", Ca” und Na’ gibt Hexanitrodiphenylamin 
unter Konzentrationsverhaltnissen, die denen im Blutserum entsprechen, 
keine Fallung. 1 mg Kalium 1aBt sich neben 80 mg Natrium bestimmen’. 
Dariiber hinaus besitzt das Hexanitrodiphenylaminat-Ion eine so groBe 
Farbintensitaét, daB ich noch 5.10~-7-n.Lésungen bei einer Schichtdicke 
von 5cm photometrisch gut messen konnte. Angesichts dieser Tat- 
sachen schien es lohnenswert, Hexanitrodiphenylamin fiir Kalium- 
bestimmungen im Blutserum und in anderem biologischen Material 


1D. Olmer, L. Payan u. I. Berthies, C. r. Soc. Biol. Filiales Associées 
87, 865 [1922]. 

2 B. Kramer u. F. Tisdall, J. biol. Chemistry 48, 223 [1921]. 

3’ F. Lebermann, Z. analyt. Chem. 74, 157 [1928]. 

4 L. Pincussen, Mikromethodik. Verl. Deuticke, Wien 1937, S. 80. 

5 B. Kramer u. I. Gittleman, Z. analyt. Chem. 74, 160 [1928]; Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 24, 241 [1926]. 

6° H. W. Spier, diese Z. 285, 146 [1950]. 

7 I. M. Kolthoff u. G. H. Bendix, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 11, 94 
[1939]. 
8 I. Kielland, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 220 [1938]; W. Kéhn, Z. analyt. 
Chem. 128, 1 [1948]. 
® Hdb. d. analyt. Chemie III (Quant. Anal.), Verl. Springer, Berlin 1940, 

. 239. 
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heranzuziehen. Da das Verfahren auch fiir Versuchs-Reihen brauchbar 
sein soll, miissen 1. kieine Gewebs- oder Fliissigkeitsmengen zur Analyse 
geniigen, muB 2. das Verfahren einfach, leicht erlernbar und schnell 
durchfiihrbar sein und muB 3. eine fiir klinische Zwecke geniigende 
Genauigkeit erreicht werden. 

Bei diesem Verfahren ist zu beriicksichtigen, daB 1. die Gegenwart 
organischer Serumbestandteile auch nach einer EnteiweiBung stoéren, 
2. das handelsiibliche, zur quantitativen Bestimmung von Kalium 
gebrauchliche Magnesium -Hexanitrodiphenylaminat durch die Gegen- 
wart der Serumphosphate zu fehlerhaften Resultaten fiihren kann?®, 
3. die Léslichkeit von Kaliumhexanitrodiphenylaminat, die bei 25°C 
0,088°% betragt, ins Gewicht fallt. Diese Schwierigkeiten werden durch 
folgende Arbeitsweise umgangen: 1. vor der Fallung wird Serum oder 
Gewebe verascht, 2. es wird das leicht wasserlésliche Natrium-hexa- 
nitrodiphenylaminat benutzt, 3. es wird aus einem sehr kleinen, empi- 
risch ermittelten Volumen gefallt, der Niederschlag nach dem Prinzip 
der ,,umgekehrten Filtration“ abgetrennt und das UberschuBreagens 
optisch bestimmt. 

Das chemische Verfahren gliedert sich in drei Arbeitsginge: 1. Ver- 
aschung der organischen Substanz, Dauer 11 Min., 2. fallen des Kaliums, 
Dauer 2 Min. (stehenlassen bis zur vélligen Kristallisation, etwa 3 Stdn. 
oder linger nach Belieben), 3. filtrieren, auffiillen, photometrieren, 
Dauer 7 Min.; Gesamtdauer der Bestimmung 20 Minuten. Die Einzel- 


bestimmung bendtigt demzufolge 3—4 Stunden. Es lassen sich jedoch 
viele Bestimmungen nebeneinander durchfiihren. 


Die Bestimmung des Kaliumgehaltes 


Zur Veraschung hat sich folgende Anordnung bewahrt: 0,3—0,5 ml Serum 
werden in einem glasierten Porzellantiegel (Durchmesser: unterer 1 cm, oberer 
2,5 cm, Héhe: 2 cm) im Trockenschrank (100°) eingetrocknet und vorsichtig iiber 
kleiner Flamme verascht. Zuriickbleibende Kohle wird mit zwei Tropfen konz. 
Salpetersiure durchfeuchtet, erhitzt und verbrannt. ErfahrungsgemaB vermeidet 
man am besten ein Verspratzen, wenn man den Tiegel mit der Tiegelzange iiber 
der Flamme kreisend bewegt. SchlieBlich wird dann noch mit zwei Tropfen 40-proz. 
Schwefelsiure abgeraucht, dabei entstandenes Hydrogensulfat durch Bestreuen 
mit wenig Ammoniumcarbonat und Erhitzen in Neutralsulfate iibergefiihrt und 
der Riickstand dann mit wenig (0,1 ml) Wasser aufgenommen. 

Die Fallung des Kaliumions wird mit Natriumhexanitrodiphenylaminat- 
reagens (Herstellung im Versuchsteil) vorgenommen. Das Fallungsvolumen mu8 
moglichst klein gehalten werden; denn die Léslichkeit des Kaliumhexanitro- 
diphenylaminats im Natriumreagens ist nicht zu vernachlassigen. Es gibt somit 
eine zweckmaBige, optimale Reagenskonzentration. Ist das Reagens zu konzen- 
triert, kristallisiert Natriumsalz aus, ist es zu verdiinnt, fallt Kalium unvollstandig. 
Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen und der méglichen MeBfehler, die beim 
Abmessen zu kleiner Volumina gemacht werden, wird eine Reagenskonzentration 
von 4.10-2-n. zur Bestimmung von 0,1—0,3 mg Kalium als besonders giinstig 
angesehen. Diese Kaliummenge wird mit 0,1—0,3 ml 4.10~?-n.-Natriumreagens- 
lésung im Gesamtvolumen von 0,2—0,4 ml im Mikroporzellantiegel gefallt. 


10 F. Hecht u. I. Donau, Anorganische Mikroanalysen, Verl. Springer, 
Wien 1940, S. 234. 
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Filtrieren und Waschen des Niederschlags. Der Kaliumgehalt wird 
aus der iiberschiissigen Reagensmenge ermittelt!1. Die kleinen ReagensiiberschuB- 
volumina werden zweckmaBig nach dem Verfahren der ,,umgekehrten Filtration“ 
isoliert. Ich benutze ein auf 0,5 cm Stiellinge verkiirztes Filterstabchen G3 mit 
0,8 qcm Saugfliche (Fa. Schott, Jena). Dieses verbinde ich mittels eines diinnen 
Gummischlauchs mit einem gebogenen Kapillarrohr von 0,40 mm inneren Durch- 
messer und 24cm Lange, welches mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe das Uber- 
schuBreagens in einen MeBkolben von 50 ml Inhalt saugt, der im Wittschen Topf 


untergebracht ist (Abb. 1). 


ay 


Abb. 1. Vorrichtung zum Absaugen und Waschen des Niederschlags. 
T = Porzellantiegel, F = Filterstabchen, M = Me8kolben, — = zur Wasserstrahl- 
pumpe. 














3 





Wird der am Filterstébchen haftende Niederschlag nicht nachgewaschen, 
so sind die ermittelten Kaliumwerte infolge zuriickgehaltenen Reagenses zu hoch 
und nicht gut reproduzierbar. Beim Nachwaschen mit einem bestimmten Wasser- 
volumen definierter Temperatur (1—2°C) werden die Kaliumwerte stets repro- 
duzierbar, bediirfen jedoch bei Anwendung griBerer Waschwassermengen einer 
Korrektur. Wenn mit einem ml Wasser von 1—2° C nachgewaschen wird, miissen 
die Kaliumwerte mit +-0,0066 mg korrigiert werden, wie an einem gréBeren Unter- 
suchungsmaterial ermittelt wurde. Bei Verwendung von 0,2—0,3 ml Waschwasser 
(von 1—2° C) kann von einer Korrektur als unwesentlich abgesehen werden. 

Nach diesem Verfahren der ,,umgekehrten Filtration“* kann das zu filtrierende 
Volumen, wenn mit Filterstabchen noch kleinerer Saugfliche (0,05 qem) gearbeitet 
wird, sogar noch bis auf !/,,) verringert werden. Erste, orientierende Versuche mit 
diesen von der Fa. Schott, Jena, angefertigten Stabchen zeigten, daB bei ent- 
sprechender Abmessung der anderen VersuchsgréBen, sich noch etwa 10 y Kalium 
bestimmen lassen. Natiirlich werden dann die einzelnen Operationen schwieriger 
und man muB weitere Fehlerquellen meiden, die bei klinischer Anwendung Un- 
genauigkeiten bewirken wiirden. Bei Bedarf ist aber das Verfahren durchaus fiir 
kleine Ausgangsmengen ausbaufahig, was fiir manche biologische Fragestellung 
erwiinscht sein kénnte. a 

Zur optischen Messung muB das Filtrat (UberschuBreagens) auf ein be- 
stimmtes Volumen (meist 50 ml) aufgefiillt werden. Das Aquivalent der Kalium- 
menge ergibt sich aus der Differenz der optisch gemessenen Konzentration des 
urspriinglich angewandten Reagenses und des UberschuBreagenses. 

Das Verfahren wurde an eingestellten Kaliumchloridlésungen und an Salz- 
lésungen bekannter serumahnlicher Zusammensetzung (enthaltend K’, Na’, 
Ca’, Mg’, Po4’’, siehe Versuchsteil) gepriift. An diesen Testlésungen wurde das 


11 W. Kohn, Z. analyt. Chem. 128, 1 [1948]. 
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Verfahren in derselben Weise durchgefiihrt wie bei der Bestimmung des Kalium- 
gehaltes im Blutserum (d. h. eingetrocknet, verascht, abgeraucht usw.). Alle Ver- 
suche waren reproduzierbar und die eingesetzten ‘Kaliummengen wurden mit 
einem zulassigen Analysenfehler wiedergefunden. Der mittlere Fehler des Mittel- 
wertes betragt -+ 0,7%. 

Bei der Messung mit dem Dubosgqschen Kolorimeter miissen die Farb- 
stofflésungen infolge geringerer Empfindlichkeit des Kolorimeters 2—5-mal kon- 
zentrierter sein als bei entsprechenden photometrischen Messungen. Dennoch 
sind Dubosgqsche Kolorimeter oder andere nach ahnlichem Prinzip arbeitende 
Kolorimeter fiir Kaliumbestimmungen im Serum sehr gut geeignet. 

Zur Berechnung der mit dem Dubosqschen Kolorimeter erhaltenen Werte 
gebe ich folgende Formel: 

(1) K-Menge = a- Kaq: n (a— e in g K’. 
Es bedeuten darin: 
a: Die ml-Zahl des zur Fallung verwandten Reagenses, 
Kaq: Aquivalentfaktor des Kaliums (3,9096-10-2), 
n: Normalitét des Fallungsreagenses (unverdiinnt), 
dt: Kolorimetrisch gemessene Schichtdicke der verdiinnten UberschuBlisung, 
dy: Kolorimetrisch gemessene Schichtdicke des verdiinnten Fallungsreagenses. 

Bedingung: Beide Lésungen miissen denselben Verdiinnungsgrad haben. 
Praktisch liBt sich die Messung der Schichtdicken der Fallungs- und UberschuB- 
lésung bei gleichem Verdiinnungsgrad nicht immer durchfiihren, deshalb ersetzt 
man die Fallungslésung durch eine Vergleichslésung anderen -Sacammenrnen, 4 oma 
und rechnet die gemessenen Schichtdicken auf gleichen Verdiinn 

Den Messungen mit dem Pulfrich-Photometer wird folgende Dacme 


zugrunde gelegt: 
Mi 


(2) K-Menge = a- Kaq- 1 (1 y) in g K’. 
Hierin haben a, Kaq und n dieselbe Bedeutung wie in der ersten Formel. Weiter- 
hin bedeuten: 
Mv: Extinktionsmodul der verdiinnten UberschuBlésung. 
My: Extinktionsmodul der verdiinnten Fallungslésung. 

- aay Analysenbeispiele: Berechnung kolorimetrisch gemessener 
roBen. 

Es seien 0,10 ml (= a) Reagens der Normalitat 2,989.10-? (=m) zur Fallung 
verwendet. Eine Schichtdicke von 1,00 cm (= dv) der Vergleichslésung mit dem 
Verdiinnungsgrad 500 (d. h. 0,1 ml Reagenslésung auf 50 ml verdiinnt) entspricht 
einer Schichtdicke von 1,99 cm (= dw) der UberschuBlésung mit dem Verdiinnungs- 
grad 200. Die fiir die Formel nétige Schichtdicke der Fallungslésung (= dp) ist 


200 
dy = =o WV = 0,40. dy . 
Damit errechnet sich die Kaliummenge nach Formel (1) zu 0,0934 mg. Da mit 
1 ml Wasser gewaschen wurde, miissen noch 0,0066 mg zugefiigt werden; das er- 
gibt 0,1000 mg Kalium. 

Berechnung photometrisch gefundener GréBen: Es werde mit 0,10 ml (=a) 
Reagenslisung der Normalitait 3,999.10-? (=m) gefallt. Diese Reagenslésung hat 
bei dem Verdiinnungsgrad 1000 und der Schichtdicke 2,005 cm die Extinktion 
2,094 (S 43), entspr. einem Extinktionsmodul von 1,047 (= Mr). 

Bei einer Schichtdicke von 2,005 cm hat die UberschuBlésung eine Extinktion 
von 0,750 (= dw) (S 43), entsprechend einem Extinktionsmodul von 0,375 (= Mv). 

Aus diesen Daten bekommt man nach der Formel (2) eine Kaliummenge von 
0,1005 mg (ohne Korrektur, weil nur mit 0,2—0,3 ml Wasser gewaschen wurde). 
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Reagensherstellung 


Natriumreagens. Zur Herstellung wird eine bestimmte Menge Hexanitro- 
diphenylamin (p. a. Merck) im Exsiccator getrocknet, in einem geringen UberschuB 
von Natriumcarbonat unter Zugabe von zunichst wenig Wasser bei erhéhter 
Temperatur gelést und dann auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. 

Zum Beispiel: ‘ 

1,7568 g Hexanitrodiphenylamin (= 3,999.10-* Aquivalente) 

0,8585 g Na,CO,:10 H,O (= 6,000.10-* Aquivalente) 
auf 100 ml mit Wasser aufgefiillt, ergibt eine Lésung, die an Hexanitrodiphenyl- 
amin 3,999.10-2-normal ist. 
















Ausfihrung der Analysen 


Testbestimmungen werden an Kaliumchloridlésungen und an Salzgemisch- 
lésungen (mit einem Gehalt von 2,000 g K’, 27,9g Na’*, 1,000 g Ca’’, 0,500 g Mg”’, 
2,50 g PO;” im Liter) vorgenommen. Im Institut vorratig gehaltenes Serum diente 
weiterhin als Versuchsmaterial. Die Technik, wie man kleine, hier geeignete Serum- 
mengen aus Blut gewinnt, ist in Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden IV, 3, S. 17, beschrieben. 

Im folgenden sind, aus einem gréBeren Untersuchungsmaterial herausgegriffen, 
die MeBdaten und Ergebnisse einiger Analysen aufgefiihrt. Die Versuche der 
Gruppen Ib und II wurden in derselben Weise durchgefiihrt wie die Serumversuche 
der Gruppe III (d. h. Veraschen, Abrauchen usw.). 














- WVersuchsergebnisse 


Ia) Kaliumbestimmungen aus Lésungen, die 1,000g Kalium// enthalten 
(in Abwesenheit anderer Kationen). 

Die vorgegebene Kaliummenge von 0,100mg wird mit 0,10ml (=a), 2,989 10-?- 
normaler (= n) Magnesiumreagenslésung gefallt. Nachwaschen mit 1 ml Wasser 
von 1—2°C (Korrektur mit +0,0066 mg); Versuch 15, bei dem nur mit 0,3 ml 
Wasser nachgewaschen wurde, ohne Korrektur. Messung mit dem Dubosqschen 
Kolorimeter (Leitz). 


















Schichtdicke der Ver- |Schichtdicke der Uber- 

Ver- | suchslésung (dy) bei | schuBlésung (dj) bei gefundene Kalium- 

Nr. d. Verdiinnungsgrad | d. Verdiinnungsgrad menge mg 
500 200 














2 1,50 3,02 0,1002 


4 1,00 1,99 0,1000 
15 1,00 2,81 0,1002 







Ib) Kaliumbestimmung aus Lésungen, die 1,000 g Kalium/] enthalten (in 
Abwesenheit anderer Kationen). Die vorgegebene Kaliummenge von 0,100 mg 
wird mit 0,10 ml (= a) 3,130-10-?-normaler (= n) Natriumreagenslésung gefallt. 
Waschen des Niederschlags mit 1 ml Wasser von 1—2 C (Korrektur mit +0,0066 


mg). 

Messung mit dem Pulfrichphotometer bei einer Schichtdicke von 2,005 cm; 
Extinktionsmodul der Fallungslésung betragt bei dem Verdiinnungsgrad 500 
1,639 (= Mr), Spektralfilter 8 43. 























gefundene Kalium- 
menge mg 


Vers. | gemessene Extinktion 
Nr. | (Zu) b. Verd.-Gr. 500 


70 0,793 0,0994 
72 0,754 0,1009 
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Ic) Kaliumlésung mit einem Gehalt von 1,000 g/l. Die vorgegebene Kalium- 
menge von 0,100 mg wird mit 0,10 ml (= a) 3,999-10-?-normaler Natriumreagens- 
lésung gefallt. Waschen des Niederschlags mit 0,2—0,3 ml Waschwasser von 
1—2°C (ohne Korrektur). 

Messung mit dem Pulfrichphotometer bei einer Schichtdicke von 2,005 cm; 
Extinktionsmodul der Fiallungslésung saaal dem Verdiinnungsgrad 1000 betragt 
1,047 (= Mr); Spektralfilter S 43. 





Vers. | gemessene Extinktion;| gefundene Kalium- 
Nr. |Zu bei Verd.-Gr. 1000 menge mg 





148 0,750 0,1005 
149 0,735 0,1016 
153 0,754 0,1002 








II. Kaliumbestimmungen aus Lésungen, die auBer 2,000 g Kalium/] noch 
enthalten: 1,000 g Ca’; 0,500 g Mg’; 2,00 g PO,”; 27,9 g Na’. 

Waschen des Niederschlags mit 1 ml Wasser von 1—2°C (Korrektur mit 
+ 0,0066 mg). 





ioe K- 

Rea- | gemes- .. | Extinkt.- 

vorgel. gens- | sene | Schicht- Verdiin-| modul d. | Menge 
nungs- |__verd. | gefun- 


Vers. Reagens 
8 konz. | Extink-| dicke d Fallungs-| “Gene 


Nr. 


ml @ | 10-2 |tion Ev grad | ig. My 





mg 


76 0,22 3,130 | 0,509 | 0,994 909 1,804 | 0,1994 
85 0,20 3,130 | 0,767 | 0,998 1000 1,639 | 0,1366 
79 0,20 3,130 | 0,614 | 2,005 1000 1,639 | 0,2056 





























III. Kaliumbestimmungen im menschlichen Blutserum, das seit 1944 im 
Institut in zugeschmolzenen Ampullen aufbewahrt wird. Vor der Analyse wird 
das Serum zentrifugiert. 

In den Versuchen werden 0,50 ml Serum auf die beschriebene Weise zur 
Analyse vorbereitet und dann das Kalium mit 0,10 ml 3,130 10-?-normalen Na- 
triumreagens (= n) gefiallt. 

Messung mit dem Pulfrichphotometer bei folgenden Schichtdicken Vers. 61, 
64, 65:d =4,992; Vers. 102, 114, 116:d =4,993; Vers. 115; d=4,994. Der Ex- 
tinktionsmodul betrigt 1,639 bzw. 0,819 bei den Verdiinnungsgraden 500 bzw. 
1000. Spektralfilter S 43. Gewaschen wird mit 1 ml Wasser (1—2° C) (Korrektur 
mit + 0,0066 mg). 





gefundene Kalium- 


Vers. gemessene Extink- 
menge mg%, 


Nr. Serum tion Hi: 


114 22,68 
115 22,65 
116 22,84 
102 22,91 

64 22,48 
65 23,14 
61 23,14 


Verdiinnungsgrad 
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Zusammenfassung 


0,1—0,2 mg Kalium kénnen im veraschten Serum mittels Hexa- 
nitrodiphenylamins optisch mit einem mittleren Fehler des Mittelwertes 
von + 0,7% bestimmt werden. Nach dem Verfahren der ,,umgekehrten 
Filtration“ wird das gefallte Kaliumhexanitrodiphenylaminat abgetrennt 
und das UberschuBreagens gemessen. Das Verfahren li8t bei Anpassung 
der éuBeren Bedingungen noch etwa 10 y Kalium bestimmen; es ist fiir 
klinische Reihenuntersuchungen geeignet. 


Die Gegenstromverteilung von Flavinen 
Von 
H. M. Rauen und H. Waldmann 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universit&ét Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1951) 


Bei unseren Arbeiten iiber den Stoffwechsel von Pterinen, ins- 
besondere die Herkunft und physiologische Bedeutung des Xantho- 
pterins! und den fermentativen Abbau der Pteroylglutaminséure? ge- 
brauchen wir fluorometrische Methoden und die Gegenstromverteilung 
zur Charakterisierung und quantitativen Bestimmung* von Substraten 
und Umsetzungsprodukten. Leberhomogenate, die wir als Ferment- 
praparat verwenden, enthalten aber selbst fluoreszierende Verbindungen, 
unter denen die Lactoflavin-phosphorsiure und das Lactoflavin do- 
minieren. Wir haben deshalb untersucht, wie sich diese beiden Flavine 
bei der 34-fachen Gegenstromverteilung im System /50-Salzsiure/ 
n-Butanol verhalten, das wir zur Verteilung der Pterine anwenden. 

Die Abbildung 1 enthalt jeweils 2 Kurven von Lactoflavin und von 
Lactoflavinphosphorséure. Die Kurvenmaxima des Phosphorsaureesters 
liegen im Gegensatz zu denen des Lactoflavins nicht genau tberein- 
ander. Dies diirfte auf Unterschiede in der Raumtemperatur wahrend 
des Verteilens zuriickzufiihren sein, welche die Verteilungskoeffizienten 
veraindern. Man sieht aber, daB sich die beiden Verbindungen durch die 
Lage der Maxima itiber der Abszisse ebenso charakteri- 
sieren lassen wie die friiher untersuchten Pterine*. Das 
Maximum des Phosphorsiéureesters, der entsprechend seiner negativen 
Ladung weniger butanolléslich ist, liegt iiber 9, dasjenige des Lacto- 


1 H. M. Rauen u. C. v. Haller, diese Z. 286, 80, 96 [1950]. 
2 H.M. Rauen u. H. Waldmann, Experientia 6, 387 [1950]. 
3 H.M. Rauen u. H. Waldmann, diese Z. 286, 180 [1950]. 
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flavins iiber 20. Dies entspricht Beobachtungen von Emmerie‘, der 
die beiden Flavine durch ihre Verteilungskoeffizienten im System 
waBrige Lésung/Benzylalkohol unterschied. Durch die groBe Differenz 
in der Lage der Verteilungsmaxima kénnen die beiden Flavine nicht 
nur in einem Arbeitsgang eindeutig voneinander unterschieden und 
durch Berechnung der Kurvenintegrale quantitativ bestimmt werden, 
sondern sie lassen sich auch ebenso elegant praparativ voneinander 
trennen wie mit einem Adsorptionsverfahren®. 
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Abb. 1. Gegenstromverteilung von Lactoflavin und Lactoflavinphosphorsaure 

im System n/50-Salzsiure/n-Butanol. e—e Lactoflavinphosphorsaure bei pq 7,0, 

x—x Lactoflavinphosphorsiure bei py 12,0, O—O Lactoflavin bei py 7,0, 
©—© Lactoflavin bei pq 12,0, ----- theoretische Kurve (erganzt). 


Der vdllig gleichschenklige Verlauf der Lactoflavinkurve zeigt, 
daB das angewandte Praparat keine fluoreszierenden Verunreinigungen 
mit anderem Verteilungskoeffizienten enthielt. Der deutlich asym- 
metrische Verlauf der Kurve der Lactoflavinphosphorsiéure 14Bt da- 
gegen erkennen, daB das uns erreichbare Handelspriparat noch erheb- 
liche Mengen an freiem Lactoflavin aufwies. Auch dieses Beispiel zeigt, 
daB die Gegenstromverteilung zur Reinheitspriifung, z.B. bei der 


industriellen Herstellung des Phosphorsaureesters, von Bedeutung ist. 


4 Emmerie, Rec. trav. chim. Pays-Bas 58, 290 [1939]. 
5 Holl. Pat. Nr. 49037; Chem. Zbl. 1941 I, 802. 
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Von den untersuchten Pterinen fallt die Abszissenzahl des Pteridox- 
amins (9) mit der des Phosphorsiaureesters (7) nahezu und die Abszissen- 
zahl des Pteridoxaminaldehyds (20) mit der des Lactoflavins (20) genau 
zusammen. Durch die Kombination der Fluoreszenzanalyse mit der 
Gegenstromverteilung wire deshalb zwischen Pterinen und Flavinen 
nicht eindeutig zu unterscheiden, wenn die Abhangigkeit der Fluoreszenz- 
intensitét vom py uns nicht die Méglichkeit hierzu bite. 

Abb. 2 gibt die Fluoreszenz-pg-Kurven von Lactoflavin (a), Lacto- 
flavinphosphorsaure (b) und, als Beispiel, von reinem Xanthopterin (c) 
wieder. Die Lactoflavinkurve stimmt im wesentlichen mit der von 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitaét vom py. 
a) Lactoflavin, b) Lactoflavinphosphorsaure, c) Xanthopterin. 


Kuhn und Moruzzi® und von Ellinger und Holden? iberein, die 
mit anderen Puffersystemen gewonnen wurden. Bei pg 12 ist die Flu- 
oreszenz der Flavine minimal, die der meisten Pterine jedoch maximal. 
Zur Demonstration des ,,quenching“-Effektes haben wir die unteren 
Phasen nach der Verteilung auch bei p;; 12 ausgemessen und deutlich 
niedriger verlaufende Kurven gefunden. Wiahrend die maximale Flu- 
oreszenzzahl der Lactoflavinphosphorsiurekurve bei pq 7 240 und die 
von Lactoflavin 320 ist, sind die entsprechenden Zahlen bei pg 12 
50 und 36. Die Fluoreszenzintensitiat der letzteren wird beim Ubergang 
vom neutralen zum alkalischen py also stirker gedriickt als die der 
ersteren. Dies steht im Einklang mit den Fluoreszenz-pg-Kurven, denn 
bei py 12 betraigt die Intensitét der Lactoflavinfluoreszenz nur 9%, 
die des Phosphorsdureesters 43°/, der Maximalfluoreszenz. 
Flavin-adenin-dinucleotid als biologisch wichtigste Flavinverbin- 
dung stand uns leider nicht zur Verfiigung. Es ist jedoch anzunehmen, 
daB es einen noch kleineren Verteilungskoeffizienten und somit eine 
niedrigere Abszissenzahl besitzt als die beiden obengenannten Flavine®. 


® R. Kuhn u. G. Moruzzi, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 888 [1934]. 

7 Pp. Ellinger u. M. Holden, Biochem. J. 38, 147 [1944]. 

8 Vgl. hierzu O. A. Bessey, O. H. Lowry u. R. H. Love, J. biol. Chemistry 
180, 755 [1949]. Die Autoren verteilten Flavin-adenin-dinucleotid im System 
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Es ist auch kaum wahrscheinlich, daB wir es in den Aufarbeitungen von 
Fermentansétzen antreffen werden. Zwar enthalten frische Leber- 
homogenate Flavin-adenin-dinucleotid, doch wird es wihrend der In- 
kubation bei 38° fermentativ gespalten®. Hierbei geht es zunichst in 
die 10-mal starker fluoreszierende Lactoflavinphosphorsiure und in 
Adenylsaure iiber* 1°11, Noch verbleibende Anteile Dinucleotid werden 
bei der anschlieBenden Séurefillung und dem Einengen des Filtrates 
zur Trockne (vgl. exp. Teil) sehr schnell gespalten, denn es ist auBer- 





lL j 
18 20 22 24 26 28 30 
N2 der Rohrchen —> 





Abb. 3. Gegenstromverteilung eines Leberhomogenat-Inkubats. e—e bei py 7,0 
ausgemessen, O—O bei py 12,0 ausgemessen. 


ordentlich siureempfindlich. Bessey et al.* fanden in Ubereinstim- 
mung mit Abraham”, daB es bei 90° in 0,075-n.Salzsiure in 2,2 Min. 
zu 50%, gespalten wird. 

Im Gegensatz hierzu fanden Kuhn und Rudy" die Lactoflavin- 
phosphorsaure saurestabil. Bei der Gegenstromverteilung der fluores- 
zierenden Inhaltsstoffe eines Leberhomogenats konnten wir also neben 
geringen Mengen anderer fluoreszierender Verbindungen in der Haupt- 
sache Lactoflavinphosphorséure erwarten. Die Abb. 3 gibt eine Ver- 
teilungskurve der fluoreszierenden Bestandteile von Leberhomogenat 


2-m. Ammonsulfat in 0,02-n.NH,OH/Benzylalkohol 18-fach und fanden das 
Maximum in Rohrchen 4. 

® §. Ochoa u. R. J. Rossiter, Biochem. J. 38, 2008 [1939]; A. Korn- 
berg, J. biol. Chemistry 182, 779 [1950]; vgl. auch A. Kornberg ibid. 176, 1475 
[1948], und A. W. Schrecker u. A. Kornberg, ibid. 182, 795 [1950]. 

10 QO. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 [1938]. 

11 Vgl. auch G. Weber, Biochem. J. 47, 114 [1950]. 

12 K.P. Abraham, Biochem. J. 38, 543 [1939]. 

13 R. Kuhn u. H. Rudy, diese Z. 239, 47 [1936]. 
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(entsprechend 1,6 g Schweineleber) wieder, das 5 Stdn. bei 38°C und 
py 7,26 sich selbst iiberlassen blieb. Die Kurve der bei pq 7 ausgemes- 
senen unteren Phasen (a) nach der Verteilung zeigt zwei Maxima, tiber 
2 und 19—20 der Abszisse. Ob dem ersten das Dinucleotid entspricht, 
kann noch nicht gesagt werden. Der zweite Gipfel ist aber mit dem des 
Lactoflavins identisch, denn er verschwindet, wenn man die unteren 
Phasen bei py 12 ausmiBt (b). Jetzt ist auch das erste Maximum deut- 
lich niedriger und die Kurve zieht sich nach rechts betrachtlich aus, als 
Zeichen dafiir, daB noch andere Verbindungen in geringer Menge vor- 
handen sind, die im Alkalischen starker fluoreszieren als im Neutralen. 
Uber 9 der Abszisse, dem Verteilungsmaximum der Lactoflavinphos- 
phorsiure, hat diese Kurve ein Minimum. Daraus folgt, daB das erste 
Spaltprodukt des Dinucleotids, offenbar unter der Wirkung saurer 
Phosphatasen® in das zweite Spaltprodukt, das Lactoflavin, iibergefiihrt 
wird. Letzteres soll in frischen Organextrakten nur-in ganz geringer 
Menge vorhanden sein§®. 

Wie spater zu belegende Versuche zeigten, haben wir durch Fla- 
vine bei der Untersuchung des Stoffwechsels von Pterinen durch Flu- 
oreszenzanalyse und Gegenstromverteilung keine Stérung zu erwarten. 


Beschreibung der Versuche 


Methodische Einzelheiten iiber die Gegenstromverteilung und die fluoro- 
metrische Vermessung wurden friiher veréffentlicht*. 

0,8 mg Lactoflavin (Hoffman-La Roche) wurden in 8 ccm n/50-Salzsiure, mit 
n-Butanol gesattigt, geliést und bei 23°C 34-fach verteilt. Je 3 ccm der unteren 
Phasen wurden dann in einer MeBreihe mit je 7 ccm Teorell-Stenhagen 
Puffergemisch von py 7,0 und in einer zweiten Reihe mit je 7 com Puffergemisch 
vom py 12,0 versetzt und gegen den Chininsulfat-Standard vermessen. Die Farb- 
unterschiede des Fluoreszenzlichtes von Lactoflavin (griingelb) und von Chinin- 
sulfat (blau) stérten nicht, weil sie die schwach gelb gefarbte Euphos-Glasscheibe 
auf dem Okular des Photometers weitgehend ausglich. Ganz gleich wurden auch 
0,66 mg Lactoflavinphosphorsaéure (Bayer) verteilt. 

Zu den Fluoreszenz-py-Kurven wurden waGrige Lésungen der Flavine und 
des Xanthopterins verwendet, je 2 cem mit 8 ccm Puffergemisch des gewiinschten 
p_ versetzt und vermessen. Die maximale Fluoreszenzintensitét betrug jeweils 
etwa 80—90°% der Standard-Chininsulfatfluoreszenz. Sie wurde gleich 100 gesetzt 
und die iibrigen Werte der Reihe als Prozentwerte berechnet. 

Leberhomogenat: 25g Schweineleberbrei wurden mit der gleichen Menge 
m/15-Phosphatpuffer py 7,26 versetzt und 10 Min. bei 15000 U/min homogenisiert. 
50 com Homogenat wurden mit 50 ccm Puffergemisch verdiinnt und 5 Stdn. bei 
38° inkubiert. Durch Zusatz von 200 ccm Aceton wurde gefallt und die tiberstehende 
klare gelb gefarbte Lésung mit Salzsiure schwach angesduert. Von erneut auf- 
tretendem schwach gelb gefairbtem Niederschlag wurde wieder zentrifugiert und 
die nunmehr klare Lésung im Vakuum zur Trockne eingeengt. Den Riickstand 
nahm man in 125 ccm m/50-Salzsiure + 1°/, Kochsalz, mit n-Butanol gesattigt, 
auf und verteilte 8 ccm 34-fach. Je 2 ccm der unteren Phasen wurden dann mit 
je 8ccm Puffergemisch py 7,0 und 12,0 versetzt und vermessen. 
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Zusammenfassung 


Lactoflavin und Lactoflavinphosphorsaure ergeben nach Gegen- 
stromverteilung von weniger als 1 mg im System n/50-Salzsaure/n- 
Butanol Verteilungskurven, deren Maxima fiir sie charakteristisch sind. 
Zwischen Pterinen und Flavinen kann dadurch unterschieden werden, 
daB die Fluoreszenz der ersteren bei py 12 maximal, die der letzteren 
dagegen minimal ist. Die fluoreszierenden Inhaltsstoffe eines Leber- 
homogenat-Inkubats bestehen in der Hauptsache aus einer noch nicht 
identifizierten Verbindung und Lactoflavin. 


Uber die Irreversibilitat der Digitonin-Cholesterinbindung 
bei der Digitoninhamolyse 


Von 
Gerhard Ruhenstroth-Bauer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Marz 1951) 


J.Schmidt-Thomé! hat bei seinen Untersuchungen iiber die 
Digitoninhimolyse gezeigt, daB die Erythrocyten genau soviel Digi- 
tonin binden, wie ihrem Cholesteringehalt entspricht, wenn man 
der Rechnung ein Cholesterin-Digitoninverhaltnis von 1:1 Molekiilen 
zugrundelegt. Der bei der Rechnung eingesetzte Cholesteringehalt wurde 
gravimetrisch bestimmt. Auf Grund dieser Feststellung gelang es, eine 
inzwischen vielfach erprobte quantitative Cholesterinbestimmungs- 
methode auszuarbeiten?. Die Tatsache, daB eine Blutkérperchenauf- 
schwemmung soviel Digitonin verbraucht, wie die in ihr vorhandene 
Cholesterinmenge in freier Lésung binden wiirde, macht es wahrschein- 
lich, daB zwischen der Bindung des Digitonins an das Cholesterin im 
Erythrocyten und in freier Lésung kein wesentlicher Unterschied be- 
steht, d. h. daB jene Bindung im selben MaBe irreversibel ist wie diese. 
Zwingend allerdings ist dieser SchluB nicht. Es wire denkbar, daB das 
Cholesterin durch seinen Einbau in den Erythrocyten eine andere 
Bindungskraft fir Digitonin erhalt als in Lésung und daB sich eine 
andere Gleichgewichtslage einstellen wiirde. Im folgenden soll gezeigt 
werden, daB diese Méglichkeit nicht den Tatsachen entspricht. 


Als Versuchsobjekt wurden osmotisch gewonnene Erythrocyten- 
schatten verwendet; ihr Digitoninverbrauch ist namlich, wie folgender 


1 J. Schmidt-Thomé, diese Z. 175, 183 [1942]. 
2 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 175, 190 [1942]. 
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Vorversuch lehrt, praktisch gleich dem von normalen nicht hamoly- 
sierten Erythrocyten. 

Nach der Schmidt-Thoméschen Vorschrift wurde eine Digitoninlésung in 
physiologischer NaCl-Lésung hergestellt und ihr Titer bestimmt. Verschiedene 
Mengen (!/,—1 ccm) von Kaninchenerythrocyten wurden dann mit physiolo- 
gischer NaCl-Lésung im Verhiltnis 1:10 verdiinnt und langsam in einen kleinen 
UberschuB der obigen Digitoninlésung getropft, so da8 das gesamte Cholesterin 
der Erythrocyten sicher mit Digitonin besetzt war. Dann wurde der Digitonin- 
iiberschu8 mit der gleichen Blutkérperchenaufschwemmung zuriicktitriert. 

Damit wird die urspriingliche Mikro-Methode von Schmidt-Thomé bei viel 
gréBeren Blutmengen angewendet. Zwar vergréBert sich dadurch der Ablesefehler, 
denn der Endpunkt der Titration verliert an Scharfe; weil sich dieser Fehler jedoch 
auf eine groBe Blutmenge verteilt, ist die Gesamtfehlergrenze von 5—10% unver- 
andert, wie Doppelbestimmungen lehrten. 

Der eben geschilderte Versuch wurde mit Erythrocytenschatten 
wiederholt, die aus gleichen Blutmengen stammten, wie sie im obigen 
Versuchsteil verwendet worden waren. Die Schatten wurden so ge- 
wonnen, da8 das Blut dreimal mit einem Uberschu8 von aqua dest. 
1/, Stde. stehen gelassen und jedesmal 15 Min. bei 11000 Umdr./Min. 
abzentrifugiert wurde. Das Ergebnis des Versuches ist in Tab. 1 zu- 
sammengestellt: Der Digitoninverbrauch der Schatten betragt 89—93°% 
der urspriinglichen Erythrocyten. — Mit diesem Versuch ist gezeigt, 


Tab. 1. Vergleich des Digitoninverbrauchs normaler Erythrocyten und Erythro- 
cytenschatten bei volliger Digitoninsaéttigung. (Erliuterung siehe Text!) 





Erythr.- Berechneter 
Digitonin- 


Vor- Zugetropfte Erythr.- |! Zugetropfte | ./ 
gelegtes norm. beg oma Erythr.- tear verbennch der 
igi j i CK hatte c uCK- Schatten in °/ 
Digitonin|| Erythe. | “fteation || Schatten | ‘titration || de verbeaueh 
. ° P ne a. : 
in ccm in ccm in ccm in cem in ccm eaeiseyten 





4 3 0,48 3 0,80 89 
5 4 0,50 4 0,90 90 
6 5 0,20 5 0,57 93 
7 6 0,07 6 0,52 93 



































daB sich die Erythrocytenschatten hinsichtlich der Digitoninbindung 
etwa wie unversehrte Erythrocyten verhalten. AuBerdem ist damit ein 
neuer Beweis dafiir erbracht, daB sich mindestens der gréBte Teil des 
Cholesterins in der Erythrocytenmembran befindet. 

Dariiber hinaus spricht folgender Versuch dafiir, daB sich auBer dem 
an der auBeren Oberfliche der Erythrocytenmembran sitzenden 
Cholesterin keine wesentlichen Anteile im Innern der Schatten befinden: 
Eine bestimmte Menge an Erythrocytenschatten wird mit Digitonin 
bis zur Sattigung titriert, eine gleich groBe Menge an Schatten wird 
vor der Titration 5 Min. im Homogenisator behandelt. Der Digitonin- 
verbrauch der beiden Reihen ist ungefihr gleich groB (Tab. 2). Durch 
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Tab. 2. Vergleich des Digitoninverbrauchs normaler und homogenisierter Ery- 
throcytenschatten bei vélliger Absattigung. (Erlauterung siehe Text!) 





Vor- 
gelegtes 
Digitonin 


in ecm 


Zugetropfte 


Erythr.- 
Schatten 


in cem 


Erythr.-Ver- 
brauch b. 
Riick- 
titration 
in ccm 


Zugetropfte 
homogeni- 
sierte Ery- 
thr.-Schatten 
in ccm 


\Erythr.- 
Verbrauch 
bei Riick- 

titration 

in ccm 


Berechneter 
Digitonin- 
verbrauch d. 
homogenisierten 
Schatten in °/, 
des Verbrauchs 
norm. Schatten 





4 


3 


0,72 


3 


1,00 


94 





5 











4 








0,68 





+ 


1,02 
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das Homogenisieren wird die Schattenstruktur vollig zerstért, so daB 
auch die inneren Schichten der urspriinglichen Membranen vom Digi- 
tonin erreicht werden kénnen. Trotzdem ist der Digitoninverbrauch 
nicht gesteigert. Es ist deshalb nicht wahrscheinlich, daB auch in den 
inneren Schichten der Membranen Cholesterin vorhanden ist, es sei 
denn, man nimmt an, daB das relativ groBe Digitoninmolekiil bei dem 
intakten Erythrocyten sehr rasch bis in diese inneren Schichten hin- 
durchdiffundieren kann. 

Mit Hilfe von osmotisch gewonnenen Erythrocytenschatten laBt 
sich demnach der Vorgang der Digitoninbindung von dem der eigent- 
lichen Hiamolyse trennen und analysieren. So konnte mit ihnen die 
Frage der Reversibilitat der Digitonin-Cholesterinbindung 
auf folgende Weise gepriift werden: 

30 ccm einer 1:10 verdiinnten Blutkérperchenaufschwemmung 
wurden, wie oben angegeben, osmotisch hamolysiert, in etwa 30 ccm 
physiologischer NaCl-Lésung aufgenommen, langsam in einen kleinen 
UberschuB einer Digitoninlésung getropft und 10 Min. stehen gelassen, 
bis sich das gesamte Cholesterin sicher mit Digitonin besetzt hatte. 
Dann wurde die Schattenaufschwemmung dreimal mit physiologischer 
NaCl-Lésung gewaschen und wieder in 30 ccm physiologischer NaCl- 
Lésung aufgeschwemmt. Je 5 ccm dieser Aufschwemmung wurden in 
5 Reagensgliser abpipettiert und nach 0 bzw. nach 6, 12 und 24 Stdn. mit 
je 1 Tropfen der urspriinglichen Blutkérperchenaufschwemmung ver- 
setzt. In keinem Falle himolysierten diese Blutkérperchen innerhalb 
der nichsten 24 Stdn.; d. h. in der iiberstehenden Lésung war kein freies 
Digitonin vorhanden. Ware die Bindung des Erythrocyten-Cholesterins 
an das Digitonin in stérkerem Mafe reversibel, dann hatte sich ein Teil 
des Digitonins von den Erythrocytenschatten lésen miissen, um mit 
der neu zugefiigten NaCl-Lésung das entsprechende Gleichgewicht zu 
bilden. Da sich jedoch weder sofort, noch nach 24 Stdn. Digitonin in 
der Lésung titrimetrisch nachweisen laBt, kann man behaupten, daB 
die Bindung praktisch irreversibel ist. Damit gewinnen die an anderer 
Stelle? angestellten Berechnungen iiber die Digitoninhimolyse weiteres 
Gewicht. 


3 G. Ruhenstroth-Bauer, Z. Naturforschg. 5b, 250 [1950]. 
15* 
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Zusammenfassung 

1. Osmotisch gewonnene Erythrocytenschatten verbrauchen 
89—93% des Digitonins, das die entsprechenden Erythrocyten vor der 
osmotischen Hamolyse bis zur Digitoninabsittigung verbraucht hatten. 
Daher 14Bt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit aussagen, daB sich 
Erythrocytenschatten gegeniiber Digitonin etwa so verhalten wie un- 
versehrte Erythrocyten. 

2. Homogenisierte Schatten verbrauchen etwa soviel Digitonin, 
wie unversehrte. Dies spricht neben anderen Befunden dafiir, daB das 
Cholesterin des Erythrocyten im wesentlichen an seiner auBeren 
Oberflache liegt. 

3. Werden Erythrocytenschatten mit Digitonin abgesittigt, ge- 
waschen und in physiologischer NaCl-Lésung aufgeschwemmt, so geben 
sie in diese Lésung kein Digitonin ab, d.h., die Bindung des Digi- 
tonins an das Erythrocytencholesterin ist im selben’ MaBe irreversibel 
wie die Bindung von Digitonin an frei geléstes Cholesterin. 

‘ ag danke Frin. H. Teipel fiir ihre wertvolle Hilfe bei der Durchfiihrung der 
rbeit. 


Nucleoprotamin 
1. Mitteilung 
Von 
K. Felix, H. Fischer, A. Krekels und R. Mohr 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universit&t Frankfurt a. M. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Marz 1951) 


Bei den meisten unserer bisherigen Arbeiten iiber Clupein haben 
wir die Képfe der Spermatozoen dadurch von den Schwanzen getrennt, 
daB wir die waBrige Suspension der Spermien mit Essigsiure ansauerten!. 
Man erhalt dadurch einen voluminésen, gut filtrierbaren Niederschlag, 
den man gleich weiter verarbeiten oder auch mit Aceton und Ather 
trocknen kann. Das Trockenpulver ist immer leicht gelblich gefarbt. 
Im Material, das wir vor 1938 gesammelt haben, erkennt man unter 
dem Phasenkontrastmikroskop noch ohne weiteres die Képfe, sieht aber 
auch, daB um den Kern ein schmaler Saum Plasma zieht. So ist dem 
KerneiweiB noch anderes Eiweif beigesellt, was sich auch darin aus- 
driickt, daB jenes Trockenpulver die Reaktionen auf Cystin, Tyrosin 
und Tryptophan gibt, Aminosiéuren, die im Clupein nicht vorkommen?. 


1 K. Felix u. A. Mager, diese Z. 249, 111 [1937]. 
2 K. Felix, L. Baumer u. E. Schérner, diese Z. 243, 43 [1936]. 





K. Felix, H. Fischer, A. Krekels und R. Mohr, Nucleoprotamin I (S. 224) 





Abb. 1. Regenbogenforellenspermien in Froschringerlésung, osmiumfixiert. 
Vergr. 4800-fach. 


Abb. 2. Regenbogenforellenspermien in destilliertem Wasser. Plasmolyse durch 
Osmiumfixierung unterbrochen. Vergr. 4800-fach. 





Abb. 3. Isolierte Zellkerne aus Regenbogenforellenspermien; osmiumfixiert. 
Vergr. 4800-fach. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. Band 287, 8S. 228 a. 
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H. Steudel* wies schon frither darauf hin, daB die mit Essigsaiure 
gefillten Kerne Tyrosin enthalten. Allerdings kénnten diese Farb- 
reaktionen auch durch ein anderes Protein im Zellkern selbst bedingt 
sein. 

Die Ansicht, daB neben Protamin und Nucleinsiure noch eine dritte 
Komponente im Kern enthalten sei, wurde besonders von E. und 
E. Stedman‘ vertreten. Sie schlossen es aus dem Umstand, daB bei 
ihrer Zerlegung des Zellkernes die Bilanz nicht aufging. Sie fallten die 
K6pfe der Heringsspermatozoen durch Essigsiure oder Citronensaure, 
extrahierten das Protamin mit verdiinnter Schwefelsiure und die 
Nucleinséure mit verdiinnter Natronlauge. Es blieb noch ein Rest von 
etwa 10%, den sie als den dritten Bestandteil des Kernes ansahen und 
Chromosomin nannten. Die reinsten Priparate desselben enthielten 
noch 8% Nucleinsiure. Auf ihnliche Weise hat seiner Zeit F. Miescher® 
sein ,,Karyogen“ dargestellt. 

In orientierenden Versuchen haben wir gepriift, wohin jener andere 
EiweiBkérper bzw. die erwihnten Aminoséuren gehen, wenn aus den 
durch Essigsiure gefallten Spermatozoenképfen das Clupein mit ver- 
diinnter Schwefelsaure extrahiert und als Pikrat gefallt wird. Sie bleiben 
zunachst in dem saureunldéslichen Riickstand, nur Spuren lésen sich in 
der Schwefelséure und finden sich dann in der Mutterlauge des Clupein- 
pikrats. Extrahiert man die Nucleinséure aus dem Riickstand mit ver- 
diinnter Natronlauge, dann geht das EiweiB, welches noch jene Amino- 
siuren enthalt, nur zu einem geringen Teil in Lésung. Der Hauptteil 
befindet sich in dem unléslichen Rest, und dieser entspricht ungefahr 
dem Chromosomin der Stedmans. Nach dem Phosphorgehalt enthalt 
er ungefaihr 4,5°,, Nucleinsiure. Dann scheint noch reichlich Clupein 
vorhanden zu sein, weil die Hydrolyse sehr viel Arginin freisetzt. Neben 
den tbrigen Aminosiuren des Clupeins konnten wir noch Asparagin- 
siure, Glutaminsiure, Tyrosin, Tryptophan und Cystin nachweisen. 
Alles spricht dafiir, daB es sich bei dem Material, das nach der Extrak- 
tion der Spermienképfe mit Schwefelsiure und Natronlauge als unlés- 
licher Riickstand iibrig bleibt, um ein denaturiertes Gemisch aus Pro- 
tamin, Nucleinsaéuren und jenem Cytoplasmaprotein handelt, das durch 
Essigsiure mitgefallt worden ist. DaB das Protamin sich nicht voll- 
standig extrahieren laBt, hat bereits H. Steudel® sowohl an genuinem 
Nucleoprotamin des Herings gezeigt, wie an kiinstlichem, das durch 
Fallung von Clupein durch Nucleinsaéure erzeugt werden war. Die 
gleichen Erfahrungen haben auch wir bei unseren Darstellungen immer 
wieder gemacht. 


3-H. Steudel, diese Z. 73, 471 [1911]. 

4 E. u. E. Stedman, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. XII, 224 
[1947]. 

5 F. Miescher, Die histochemischen u. physiologischen Arbeiten von F. Mie- 
scher, Leipzig 1897. 
° H. Steudel, diese Z. 83, 72 [1913]. 
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Wir haben nun versucht, die Kerne dadurch vom Plasma zu trennen, 
daB wir die Spermatozoen in destilliertem Wasser suspendierten, wie 
es bereits F. Miescher® und spiter H. Steudel*® getan haben, und 
zunachst dazu das frisch abgestreifte Sperma von Regenbogenforellen 
(Salmo irideus) verwendet. 

Unter dem Phasenkontrastmikroskop sieht man, wie der Plasma- 
leib in dem destillierten Wasser aufquillt und schlieBlich sich vom Kern 
lost. Dieser selbst behalt seinen Durchmesser, seine optische Dichte und 
scharfe Kontur, scheint sich also nicht zu veraindern. Die Trennung 
von Kern und Plasma wird vollstandig, wenn man die Suspension erst 
fiir einige Minuten homogenisiert, und aus dem Honrogenat die Kerne 
abzentrifugiert. In der iiberstehenden, etwas opaleszierenden und leicht 
gelblich gefarbten Flissigkeit sind die Farbreaktionen auf Tyrosin, 
Tryptophan und Cystin positiv, im Sediment dagegen negativ. Die 
iiberstehende Flissigkeit gibt die Reaktion auf Ribonucleinséure nach 
L. Hahn und H. v. Euler’, das Sediment dagegen enthalt nur Des- 
oxyribonucleinséure. Mit dem Phasenkontrast- wie mit dem Elektronen- 
mikroskop sieht man darin nur unverinderte Kerne. Die hier reprodu- 
zierten Aufnahmen haben die Herren Dr. O. Hug und Dr. W. Lippert 
im Max-Planck-Institut fiir Biophysik angefertigt und uns dankens- 
werterweise tiberlassen. 

* Die Kerne sind rein weiB und enthalten 19,67°% Sticktoff und 
5,87°% Phosphor. Sie lésen sich in 10-proz. Kochsalzlésung vollstandig 
auf, ohne einen Riickstand zu hinterlassen. A. E. Mirsky und A. W. 
Pollister® haben auf diese Weise die gesamten Spermatozoen extra- 
hiert. GieBt man die Lésung der. Kerne in das mehrfache Volumen 
destillierten Wassers, dann fallt eine faserige, weiBe Masse aus, die 
leicht um einen Glasstab zu wickeln ist. Ihre Mutterlauge gibt keine 
Farbreaktionen auf Aminoséuren und ist praktisch frei von Stickstoff. 
Nach der Analyse einer getrockneten Probe enthalt die zweimal um- 
gefallte Kernmasse 19,52° Stickstoff und 5,65°,, Phosphor, also ebenso- 
viel wie das getrocknete Kernsediment. Der Arginingehalt betragt 
30,6°,. Arginin verhalt sich demnach zu Phosphor wie 1:1. 

Aus einer Lésung der Kernmasse in 10-proz. Kochsalz gewinnt man 
die Nucleinsiure, indem man das Protamin mit Kochsalz aussalzt und 
sie aus dem klaren Filtrat mit Alkohol fallt®. Unsere Praparate ent- 
hielten im Mittel 14,92°, Stickstoff und 8,78°,, Phosphor. 

Zur Isolierung des Protamins wurde das umgefallte Kernmaterial 
mit 0,2-proz. Salzsiure extrahiert, das Hydrochlorid mit Aceton ge- 
fallt, in einem Minimum Wasser gelést und aus dem gefrorenen Zustand 
getrocknet. Es enthielt 24,07°%, Stickstoff und 68,46°, Arginin. In dem 
auf diese Weise dargesteliten Protaminhydrochlorid der Regenbogen- 
forelle, dem Iridin, haben wir die Aminosiuren papierchromato- 


7 L. Hahn u. H. v. Euler, Ark. Kem., Mineral. Geol., Ser. A 22, 1 [1946]. 
8 A. E. Mirsky u. A. W. Pollister, Proc. nat. Acad. Sci. USA 28, 344 [1942]. 
® J. Bang u. O. Hammarsten, Biochem. Z. 144, 386 [1923]. 
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graphisch ermittelt und ihre Verteilung aus GroéBe und Intensitat der 
Ninhydrinflecke geschaitzt. In Tab.1 sind die Verhaltniszahlen der 
Aminoséuren zueinander aufgefiihrt. Die Tabelle enthalt auch die 
Analysen eines Priparates von Lacustrin, dem Protamin der See- 
forelle (Salmo lacustris), das noch aus der Sammlung von Kossel 
stammt. 














Tab. 1. 
Tridin - 
Regenbogen- ome mc 

forelle 
Rte, Gone eens 50 40—50 
IRN 6st AEE 0 5—15 
PMS sili doslisicincs 2 0 
Glykokoll ......... 2 2 
| See ie eer z 2 
ME Wee ergne ys Gooey meta vena oe 3 2 
PE ios fe: alias My Bini 4 2 
A, n. s: arbomaeed 2 1 1 
RRs ed bares oes bX $40 fe 5 5 
Asparaginsiure. ...... 0 1 
Glutaminsfure ....... 0 1 


SchlieBlich haben wir auch die getrockneten, mit Essigsaure ge- 
fallten K6épfe der Heringsspermatozoen mit 10-proz. Kochsalzlésung 
extrahiert, die geléste Kernsubstanz durch EingieBen in Wasser gefallt, 
und, wie oben beschrieben, weiter behandelt. 

Das urspriingliche Material, dem, wie erwahnt, noch Protein aus 
dem Zellplasma beigemischt war, enthielt 17,72°% Stickstoff und 3,93% 
Phosphor. In der ausgefillten faserigen Masse betrugen die Werte 
19,57°%, Stickstoff und 5,68°% Phosphor, d.h. stimmten mit den Ana- 
lysen des entsprechenden Forellenmaterials iiberein. Der Gehalt an 
Arginin betrug 30,77°% und dieses verhielt sich zu Phosphor wieder 
wie 1:1. Die Farbreaktionen auf Tyrosin, Tryptophan und Cystin waren 
negativ. 

Aus dieser gereinigten Kernfasermasse der Heringsspermatozoen 
haben wir auf die gleiche Weise die Nucleinsiure und das Clupein- 
hydrochlorid isoliert, nur mit dem Unterschied, daB wir die Nuclein- 
sdurelésung vor der Fallung mit Alkohol mehrere Tage gegen flieBendes 
Wasser dialysierten. Die Nucleinsiéure enthielt etwas mehr Stickstoff 
und Phosphor als die aus dem Forellensperma gewonnene, namlich 
15,29%, Stickstoff und 9,31°%, Phosphor, da letztere nicht ganz frei von 
Kochsalz war. Beide Nucleinséurepraparate enthalten als Kohlenhydrat 
ausschlieBlich Desoxyribose. Im Clupeinhydrochlorid haben wir den 
Stickstoff und das Arginin bestimmt, fiir jenen 24,84°, und fiir dieses 
68,34% (= 88,5°% Arginin-N vom Gesamt-N) gefunden. 

Um weiteres Eiwei8 auszuschlieBen, haben wird die Nucleinsiuren 
hydrolysiert und papierchromatographisch untersucht, aber nur einen 
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einzigen Fleck gefunden, der mit dem des Glykokolls identisch ist. 
Dieses entsteht sekundar aus der Zersetzung der Purine bei der Hydro- 
lyse!°. Somit enthalt die Kernfasermasse nur zwei Komponenten, Pro- 
tamin und Desoxyribonucleinséure, ist also reines Nucleoprotamin. 
Dafiir spricht auch der hohe Gehalt an Arginin. 

Wenn trotzdem im urspriinglichen Kern der Fischspermatozoen 
noch anderes EiweiB8 enthalten sein sollte, dann miiBte dieses bei der 
Plasmolyse durch das destillierte Wasser herausgelést worden sein. 
Vorlaufig haben wir aber dafiir keinen Anhaltspunkt. 

Der Kern der untersuchten Fischspermatozoen ist sehr einfach 
aufgebaut; was an ihm gefunden wird, kann nicht ohne weiteres auf 
andere Zellkerne iibertragen werden. Immerhin aber muB er einen halben 
Chromosomensatz enthalten, und wahrscheinlich stehen wir vor der 
interessanten Frage, welche Bauelemente des relativ einfach zusammen- 
gesetzten Nucleoprotamins den Chromosomen und Genen entsprechen. 


Beschreibung der Versuche 


I. Spermagewinnung und Zellkernisolierung 

Von etwa 200 Zuchtforellen (Salmo irideus) des Herzbergerschen Forellen- 
gutes bei Bad Homburg v.d. H. wurde die Milch abgestreift und dabei darauf 
geachtet, daB sie nicht-durch Blut oder Kot verunreinigt wurde. Das Material 
(etwa 180 cm*) wurde iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt. Am nachsten 
Morgen waren die Spermien noch voll bewegungsfahig. 170 cm? Sperma wurden 
in mehreren Litern eiskalten dest. Wassers 20 Min. plasmolysiert und anschlieBend 
15 Min. bei 3000 U. zentrifugiert. Die iiberstehende, opaleszierende Flissigkeit 
war etwas gelblich (wahrscheinlich durch Lactoflavin), das sehr lockere Sediment 
rein wei. Im gefarbten Ausstrich waren praktisch nur reine Kerne zu sehen. Zur 
weiteren Reinigung wurde das Sediment in 500 cm* Wasser suspendiert, durch 
mehrfache Lagen Mull koliert und anschlieBend in kleinen Portionen jeweils 
3 min homogenisiert. Die vereinten Homogenate wurden wiederum bei 3000 U. 
zentrifugiert. Der weiBliche Uberstand iiber dem sehr lockeren Kernsediment 
wurde mit dem Uberstand der ersten Zentrifugierung vereinigt und das Sediment 
diesmal in 0,005-proz. Citronensaéure suspendiert. Es ist dies die Konzentration, 
bei der die Kerne eben zu flocken beginnen. Nach 2 min Zentrifugieren bei halber 
Tourenzahl hatten sie sich als reinweiBer Niederschlag abgesetzt, die iiberstehende 
Fliissigkeit war wasserklar. Sie wurden hierauf in der Zentrifuge noch zweimal 
mit Wasser gewaschen. Etwa die Halfte des Endsedimentes wurde mit. Alkohol 
und Ather getrocknet; die trockenen Kerne stellen ein schneeweiBes, staubfeines, 
schweres Pulver dar1, Ausb. 5,0 g. 

Analyse der bei 100°C im Hochvakuum iiber P.O; getrockneten Zellkerne: 


N: Ein 


mg 
19,78 %N 19,57 %N 
Mittel 19,679, N 





10 C, Schépf, E. Becker u. R. Reichert, Liebigs Ann. Chem. 539, 156 
[1939]. 

11 Neben dem reinen Sperma verarbeiteten wir auch Spermien, die zur Be- 
fruchtung mit Eiern verriihrt und dann von ihnen abgegossen worden waren. Die 
aus ihnen isolierten Kerne unterschieden sich nicht von den anderen. 
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P: i jahier ne weaese cate Sioa sear tar 14,0 mg 11,5 mg 
Metinkttore oo Se 0,684 0,557 
We: ete Nias se 3 ee 0,168 mg 0,132 mg 
eer eee Sea 0,840 mg 0,660 m:; 
6,0 %P 5,73 % P 





Mittel 5,879 P 
N/P: 3,35. 


Mikrophosphorbestimmung nach Allen”: 
Reagenzien 
1. Ammoniummolybdat: 8,3-proz. Lésung in dest. Wasser; geringer Ammoniak- 
zusatz zur besseren Lésung. 
2 rchlorsiure: 60-proz. (spez. Gew. 1,54). 
3. Amidolreagens: 2g Amidol (2.4-Diaminophenol-hydrochlorid) und 40g 
reines Natriumbisulfit auf 200 cm* Wasser aufgefiillt. 
4. Standardphosphatlésung: 1,0967 g primares Kaliumphosphat (getrocknet) 
in 250 cm? Wasser gelést (1 cm* enthalt 1 mg Phosphor). 

Es wurden jeweils Substanzmengen, die 0,05—1,5 mg Phosphor enthielten, 
mit 2,2 cm* 60-proz. Uberchlorsiure im Kjeldahlkolben verascht. Die Lésung 
wurde quantitativ in einen MeBkolben von 50 cm? iibergefiihrt, mit Wasser zur 
Marke aufgefiillt und 10 cm? davon in einen MeBkolben von 25 cm* abpipettiert. 
In diesen 10 cm? sollen etwa 0,01—0,35 mg Phosphor enthalten sein. Nach Zusatz 
von 1,6 cm? Uberchlorsaure, 2 cm? Amidolreagens und 1 cm? Ammoniummolybdat- 
lésung wurde auf 25 cm? mit dest. Wasser aufgefiillt und nach 5 min im Leitz- 
Photometer mit Filter 620 photometriert. Die erhaltenen Extinktionswerte er- 
gaben mit der Standardeichkurve die in 25 cm? enthaltene Phosphormenge in mg. 
Mit fiinf multipliziert ergibt sich hieraus die in der eingewogenen Substanz ent- 
haltene Phosphormenge. 


‘” 
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mg P/25cm3 —> 
Abb. 4. Eichkurve zur Mikrophosphorbestimmung nach Allen. 


Die Reaktionen auf Tryptophan (Voisenet), Tyrosin (Millon) und schwefel- 
haltige Aminosaéuren sowie auf Ribonucleinséure’ waren negativ. 
Die Reaktion auf Desoxyribonucleinsiure (Dische) war positiv. 


II. Darstellung von Nucleoprotamin 


Die Halfte des Kernsedimentes wurde in 150 cm* Wasser suspendiert und 
mit 250 cm*® Kochsalzlésung kurz homogenisiert. Fast augenblicklich gingen die 


2 R.J.L. Allen, Biochem. J. 80, 858 [1940]. 
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Kerne in eine gallertsteife, hochviskése Masse iiber, die mit 10-proz. Kochsalz- 
lésung auf 1100 cm* verdiinnt und unter Eiskiihlung 12 Stdn. geriihrt wurde. 
1000 cm* wurden in das neunfache Volumen Wasser eingeriihrt, wobei das 
Nucleoprotamin in langen Faden ausfiel. Diese waren zunachst durch- 
scheinend klar, wurden aber in dem MaBe, wie das Kochsalz herausdiffundierte, 
schnell opak und verfestigten sich schlieBlich zu einer rein weiBen Fasermasse. 
Sie wurde mit einem gebogenen Glasstab entnommen, in dest. Wasser mehrfach 
gut ausgedriickt, mit Alkohol salzfrei gewaschen und schlieBlich mit Ather ge- 
trocknet. Ausb.: 4,95 g. 

Analysen der bei 100° C im Hochvakuum iiber P,O, getrockneten Fasermasse : 


N: Einwaage 
verbr. n/20-H,SO, 
19,38 %N 19,67 % 
Mittel 19,52% N 
13,6 mg 
0,626 
0,153 mg 
0,765 me, 
5,69 % 5,62 %P 
Mittel 5,65% P 








Flavianat 53,0 
: ini 16,35 mg 18,92 
30,2 %% Arg. 31,0 of arg 
Mittel 30,6% Arginin 





N/P: 3,43 
Arginin/P: 1:0,96. 


Ill. Darstellung von Nucleinsadure 


Ungefahr 40 cm? der Lésung von Nucleoprotamin in 10-proz. Kochsalzlésung 
wurden mit Kochsalz iibersaéttigt und 10 Tage im Kiihlschrank stehengelassen. 
Dann wurde der gréBte Teil des Protaminniederschlages abzentrifugiert und die 
iiberstehende, triibe Lésung durch eine mehrere cm dicke Schicht von feinst pul- 
verisierter Cellulose gesaugt*. Sie war hiernach vdéllig klar und hochviskés. In 
ein mehrfaches Volumen 96-proz. Athanols eingegossen, fiel sofort die Nuclein- 
saure als weiBes, faseriges Produkt aus, das sich wie das Nucleoprotamin um einen 
Glasstab wickeln lieB. Sie wurde mit Alkohol und Ather getrocknet und bei 

100° C im Hochvakuum iiber P,O, zur Gewichtskonstanz gebracht. Ausb. 100 mg. 


Analysen: 
N Einwaage 
verbr. n/20-H,SO, 
gef. N , , 
14,90 %N 14,95 % 
Mittel 14,92% N 
7,5 mg 





8,90 % P 
Mittel 8,78°% P 





N/P: 
Biuretreaktion: negativ. 
18 Spiter verwandten wir Filtrierpapier 287 von Schleicher & Schill. 
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IV. Darstellung von Protamin 

1,5 g des trockenen, faserigen Nucleoprotamins wurden im Mérser mit Quarz- 
sand staubfein zerrieben. Dann wurde in kleinen Portionen eisgekiihlte 0,2-proz. 
Salzsiure dazugegeben und verrieben. Die vereinigten Extrakte waren nach Zentri- 
fugieren wasserklar. Im ganzen wurden 150 cm? Lésung erhalten. Diese wurden 
mit dem 20-fachen Vol. Aceton versetzt, wobei eine bleibende Triibung auftrat. 
Nach 12-stdg. Stehenlassen bei 4° C hatte sich ein glasheller, diinner Uberzug 
an den Wandungen abgesetzt. Das Aceton wurde abgegossen und der Nieder- 
schlag in einem Minimum Wasser gelést. In einem Zentrifugierréhrchen nochmals 
mit Aceton gefallt, lie8 er sich gut abzentrifugieren, einfrieren und aus dem ge- 
frorenen Zustand im Hochvakuum trocknen. Das so gewonnene Iridin-hydro- 
chlorid ist ein fast kristallines Pulver ohne jede Eigenfarbe. Es ist nicht oder 
kaum hygroskopisch. Ausb. 200 mg. 

Analysen nach — iiber P,O,; bei 100°C im Hochvakuum: 


N: 


23,85 %, 24,29 / 'N 
Mittel 24,077, N 





mg 37,5 mg 
mg 71,9 mg 
mg 25,67 mg 
% 68,46 % 
Mittel 68,46°%% Arginin 
konnte wegen der geringen Substanzmenge nicht bestimmt werden. 


Aminoséiurezusammensetzung: 

5,0 mg Iridin-hydrochlorid. wurden mit 3 cm* 20-proz. Salzsiure in zuge- 

schmolzener Ampulle 36 Stdn. bei 100° C hydrolysiert, anschlieBend die Salz- 

sdure wie iiblich entfernt und der trockene Riickstand in 1 cm* Wasser gelést. 

10—30 mm’ dieser Lésung wurden mehrmals zweidimensional chromato- 

graphiert. Wir verwandten das Papier 598g von Schleicher & Schill. 

Das erste Lésungsmittel war wassergesattigtes sek. Butanol, das zweite wasser- 

gesaéttigtes Phenol mit geringem Ammoniakzusatz zur Atmosphiare. Saimtliche 

Aminoséuren wurden durch Mischchromatographie gesichert. Hierzu wurden 

auf den Startpunkt eines Chromatogrammes zu 10 mm? des hydrolysierten 

Protamins noch 20—30 y der vermuteten Aminosaure aufgebracht, und im 

fertigen Chromatogramm wurde gepriift, ob sich vermutete und bekannte 

Aminoséure auch tatsaichlich deckten. 

Folgende Aminosdéuren wurden auf diese Weise als Bestandteile des Iridin- 
hydrochlorids nachgewiesen: Glykokoll, Serin, Alanin, Valin, Isoleucin, 
Prolin, Arginin und Lysin. Aus der GréBe und Intensitat der einzelnen Amino- 
sdiureflecke wurde auf das Verhaltnis der Aminosiuren zueinander geschlossen 
(s. Tab. 1). 

Aminosaéurezusammensetzung von Lacustrin: 

Véllig analog wurden 5 mg eines Praparates von Lacustrin, dem Protamin 

der Seeforelle (Salmo lacustris) behandelt. Papierchromatographisch wurden 

hier folgende Aminoséuren gefunden: Glykokoll, Serin, Alanin, Valin, 

Isoleucin, Prolin, Arginin, Histidin sowie eine Spur Asparaginsaure 

und Glutaminsaure. 





V. Analyse des Spermienmaterials vom Hering und Darstellung 
von faserigem Nucleoclupein 

Die durch Essigsaure gefallten und mit Aceton und Ather getrockneten Pra- 

parate aus den Jahren 1936—1938 stellen staubfeine Pulver mit einem leicht gelb- 
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lichen Farbton dar. Fiir unsere Untersuchungen diente ein Priparat aus dem Jahre 
1938. Uber P,O, im Hochvakuum bei 100°C getrocknet, gab es folgende Werte 
fiir Stickstoff und Phosphor: 





N: PS Ss. sae cs ke 18,4 mg 7,7 mg 
verbr. n/20-H,SO, ...... 4,62 cm?* 1,56 cm?® 
gy See Bi Se a a a ae 3,23 m 1,09 
17,59 % 17,85 oN 
Mittel 17,72 9, N 
P Einwaage.........--. 11,0 mg 10,2 mg 
Extinktion .......... 0,3 342 
POG Mite. Whe: snede ey yt] « 0,087 mg 0,080 mg 
Serer 0,435 mg 0, mg 
3,95 % 3,92 





Mittel 3,939 P 
N/P: . 4,50 


Farbreaktionen positiv auf: 
Tryptophan (Voisenet), Tyrosin (Millon), Cystin, Ribonucleinséure, Des- 
oxyribonucleinsaure. 


Etwa 300 g wurden in dem 10-fachen Volumen 10-proz. Kochsalzlésung sus- 
pendiert und 12 Stdn. unter Kiihlung geriihrt. Die Mischung wurde dann durch 
Zentrifugieren (30 min bei 3000 U.) gereinigt, und die Extraktion noch zweimal 
wiederholt. Die vereinigten Extrakte waren viskés mit gelblich-opakem Schimmer. 
Wie dies bereits bei der Darstellung des Nucleoprotamins der Regenbogenforelle 
beschrieben wurde, fie] aus ihnen beim EingieBen in Wasser fadiges Nucleoprotamin 
aus. Dieses wurde gesammelt und ohne vorherige Trocknung nochmals in 10-proz. 
Kochsalzlésung gelést und durch Zentrifugieren gereinigt. Diesmal glich die Lésung 
voéllig der aus Forellenzellkernen; sie war hochviskés, fast durchscheinend klar 
und opaleszierte nur wenig. Das aus ihr gefallte Nucleoprotamin wurde salzfrei 
gewaschen und getrocknet. Im Aussehen unterscheidet es sich nicht von dem aus 
der Regenbogenforelle gewonnenen. Ausb. 30,0 g. 

Analysen des im Hochvakuum iiber P.O, bei 100°C getrockneten Nucleo- 
clupeins: 


Eimwaage........... 18,2 mg 40,8 mg 
verbr. n/20-H,SO,....... 5,04 cm? 11,06 cm? 
EN 08 ators Bt esi 3,514 mg 8,09 


09 mg 
19,31 %N 19,83 % N 
Mittel 19,57% N 








ge: PURI, os sk )s pgs 4s se 640 115 mg 7,5 mg 

Extinktion .......... 0,531 0,363 
4 es Aes nee 0,129 mg 0,085 mg 
eee: 0,655 mg 0,425 mg 
5,69 9% P 5,66 % P 

Mittel 5,689 P 
N/P: 3,44 

Arginin: Einwaage. .......... 47,0 mg 45,0 mg 
ee ee ee 41,0 mg 38,1 mg 
USO piins abies <1 iB eP ol IT” 91 14,63 mg 13,71 mg 


31,1 % Arg. 30,45 % Arg 
Mittel 30,779, Arginin, 





Arginin/P: 1:0,96 


Farbreaktionen: auf Tyrosin, Tryptophan, Cystin, und Ribonucleinsaure nega- 
tiv, auf Desoxyribonucleinsaure positiv. 
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VI. Darstellung von Nucleinsdure aus Nucleoclupein 


10 g Nucleoclupein wurden in kleinen Portionen in insgesamt 500 cm? 10-proz. 
Kochsalzlésung homogenisiert und mit Kochsalz iibersattigt. Die Lésung wurde 
schnell triibe. Sie wurde 10 Tage im Kiihlschrank stehengelassen und das ausge- 
fallene Protamin dann durch Filtration durch pulverisierte Cellulose entfernt. Die 
klare viskése Lésung wurde mehrere Tage lang gegen flieBendes Wasser dialysiert, 
um sie vom Kochsalz zu befreien, und schlieBlich durch EingieBen in das dreifache 
Volumen 96-proz. Alkohols die Nucleinsaure gefallt. Sie schied sich hierbei in langen 
weiBen Fasern — ganz ahnlich dem Nucleoprotamin — aus. Der Niederschlag 
wurde wie iiblich mit Alkohol und Ather poe ne und im Hochvakuum iiber 

P,O, bei 100°C getrocknet. Ausb. 5,0 g. 








Analysen: 
N: SEIS at ae enna nabn = 16,2 mg 8,4 mg 
verbr. n/20-H,SO,....... 3, ae cm? 1,84 cm? 
BB ss amo se ae eS 0,128 m 
15; 26 9 96 oN 15,33 % 
Mittel 15,299/, N 
P POND 655) 5) ese tw 8 6,5 5,7 mg 
Extinktion .......... 0,492 0,450 
ee a ee eee 0,119 mg 0,108 mg 
RAR Sih pistes 0,595 ys, 0,540 ~ 
9,15 %P 9,47 %P 
Mittel 9,31% P 
N/P: 1,63 


Biuretreaktion: negativ. 


Papierchromatographisches Reinheitskriterium: 
89,0 mg wurden mit 5-n. HCl 24 Stdn. bei 100°C hydrolysiert. Nach Ent- 
fernung der Salzsiure wurde auf 10 cm* aufgefiillt und 10—30 mm* zwei- 
dimensional papierchromatographiert. Das fertige Chromatogramm wurde 
mit 0,l-proz. Ninhydrinlésung entwickelt. Es war lediglich ein deutlicher 
Farbfleck, der die Position von Glykokoll einnahm, sichtbar. Mischchromato- 
graphie mit zugesetztem Glykokoll bestatigte diesen Befund. 


VII. Darstellung von Clupein 


Etwa 10g Nucleoprotamin wurden mit Quarzsand zerrieben und mehrfach 
mit kleinen Mengen 0,2-proz. Salzsiure extrahiert. Aus der klaren, salzsauren 
Lésung wurde Protaminhydrochlorid mit mehreren Litern Aceton gefallt,! nach 
dem Absitzen nochmals in einem kleinen Volumen Wasser gelést und aus dem 
gefrorenen Zustand getrocknet. Das wenig hygroskopische, kristallahnliche Pulver 
wurde vor der Analyse mehrere Tage iiber P,O, im Hochvakuum bei 100°C ge- 
trocknet. Ausb. 2,0 g. 





Analysen: 
N: ge ee ee ae 6,8 mg 6,5 mg 
verbr. 7 /20-H,80, Ste TP yee a ae Se 2,4 cm? 2,32 cm? 
TG SAR oe eg ea ae a eer 1,68 mg 1,62 mg 
47 YN 24,9 YN 
Mittel 24,8°% N 
P negativ 
Arginin: NEED 6 Sia 5. a es a 219,4 mg 101,7 mg 
ESS 3S) a Seek 6 Secs Os 421,2 mg 194,4 mg 
SOS MN 6 or oo ga os, vecg ta tte 150,4 mg 69,4 mg 
68,54 % 68,20 % 





Mittel 68,379/ Arginin 
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Cl: Einwaage.........-.-. 24,4 mg 28,0 mg 
verbr. n/10-AgNO, ...... 1,22 cm? 1,38 cm? 
ORs RS Peru is OGRE Fis 4,32 mg 4,89 mg 
17,73 % Cl 17,47 % Cl 
MING oe gos 5 ees oe 21,5 mg 33,7 mg 
verbr. n/10-AgNO,. ...... 1,04 cm? 1,69 cm? 
DUES sess he eke 3,68 mg 5,99 m 
17,15 % 17,78'°S5 





Mittel 17,539 Cl 

Chlorbestimmung nach B. Wurzschmitt™. 

Eingewogene Mengen Clupein-HCl wurden in der Bombe mit 3,0 g Natrium- 

peroxyd und 0,5 g Athylenglykol aufgeschlossen. Der Schmelzkuchen wurde 

mit warmem Wasser herausgelést, mit Salpetersiure angeséuert und in der 

iiblichen Weise nach Volhard titriert. 

Zum SchluB méchten wir noch Hrn. Heinrich Herzberger, dem Besitzer 
des Forellengutes bei Bad Homburg v.d.H.., fiir seine bereitwillige und selbstlose 
Hilfe sowie sein lebhaftes Interesse an unseren Versuchen vielmals danken. 


Zusammenfassung 


Aus frischen Spermatozoen von Regenbogenforellen wurden die 
Kerne isoliert und gezeigt, daB sie wahrscheinlich nur aus Nucleopro- 
tamin bestehen. ~ 

In ahnlicher Weise wurde aus getrockneten, mit Essigsiure gefallten 
Képfen von Heringsspermatozoen das Nucleoprotamin dargestellt. 

In beiden Nucleoprotaminen verhalten sich Phosphor zu Arginin 
wie 1:1. 

Aus beiden Nucleoprotaminen wurden die Protamine, [ridin und 
Clupein als Hydrochloride, sowie die Nucleinsiuren isoliert. 

Die Nucleinséuren sind ausschlieBlich Desoxyribonucleinséuren. 


14 B. Wurzschmitt, Chemiker-Ztg. 74, 356 [1950]. 
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Eine neue ergiebige Synthese fiir Glutaminsaure 
Zur Kondensationsfahigkeit tertiirer Basen 
Von 
Heinrich Hellmann und Erika Brendle 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat 
Tiibingen 





(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Marz 1951) 


Die aus Formamino-malonester, Piperidin und Formaldehyd 
darstellbare Mannich-Base Piperidinomethyl-formamino-malon- 
ester (I)! ist als Ausgangsmaterial fiir einen Typus von Aminosaure- 
Synthesen geeignet, der einer Alanin-Substitution gleichkommt. Die 
Esterbase hat sich in einer Tryptophansynthese, welche der biologischen 
Bildungsweise des Tryptophans ahnelt, bewahrt?; das Wesen dieser 
Synthese besteht in der Kondensation der Base mit unsubstituiertem 
Indol. Wir haben den _ Piperidinomethyl-formamino-malonester (I) 
weiter auf seine Fahigkeit zur Kondensation mit aktive Wasserstoff- 
atome enthaltenden Verbindungen gepriift und dabei festgestellt, daB 
er sich in normaler Reaktion mit Malonester zu einem Kondensations- 
produkt (II) umsetzt, dessen Hydrolyse in guter Ausbeute zu d,]- 
Glutaminsaure (III) fiihrt. 





COOR 
ROOC, Pg \.cH, C_NE-C 
CH, + N-CH, C—NH-CHO I 
ROOC yp enrthe, enem 
ii. 
Xylol 
OOR 
AO ot CH-CH,C—NH-CHO II 
\COOR 
| nc 
HOOC-CH,-CH,-CH-COOH 
| III 
NH, 


Fiir die Darstellung von d,l-Glutaminsaure sind zahlreiche Methoden be- 
schrieben worden*; von diesen besitzen jedoch nur diejenigen neueren Synthesen 
praparatives Interesse, welche unter Addition von Acylamino-malonestern bzw. 
-cyanessigester an Acrylsiure-methylester, Acrylnitril oder Acrolein nach dem 
Prinzip der Michael-Kondensation verlaufen. Marvel und Stoddard‘ konden- 
sierten Phthalimido-malonester und Acrylsiure-methylester in Gegenwart von 
Natriumathylat und erhielten d,l-Glutaminsiure nach saurer Hydrolyse des 


1 A. Butenandt u. H. Hellmann, diese Z. 284, 168 [1949]. 
2 A. Butenandt, H. Hellmann u. E. Renz, diese Z. 284, 175 [1949]. 
3 C. L. A. Schmidt, The Chemistry of the Amino Acids and Proteins, Illinois 


1944, S. 66 u. 1037. 
4C. 8. Marvel u. M. P. Stoddard, J. org. Chem. 3, 198 [1938]. 
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Kondensationsproduktes; Snyder, Skeleton und Lewis® verbesserten die 
Synthese durch Verwendung des leichter zuginglichen Acetamino-malonesters 
und erzielten dabei eine Ausbeute an d,l-Glutaminsiure von 64%, bezogen auf 
Acetamino-malonester. Albertson und Archer® erhielten d,l-Glutaminsaure 
in 62-proz. Ausbeute durch saure Hydrolyse des Kondensationsproduktes aus 
Acetamino-malonester und Acrylnitril. Bei Verwendung von Formamino-malon- 
ester erreichte Galat’ zwar nur eine Gesamtausbeute von 57°/,; es muB dazu aber 
bemerkt werden, da8 die Synthese des Formamino-malonesters einfacher und 
ergiebiger verlauft als diejenige des Acetamino-malonesters. Warner und Moe® 
kondensierten Acrolein mit Acetamino-cyanessigester, oxydierten das Konden- 
sationsprodukt mit Permanganat und hydrolysierten die gebildete Estersiure 
zu d,l-Glutaminsaéure, wobei sie eine Gesamtausbeute von 34%, bezogen auf 
Acetamino-cyanessigester, erzielten. Wir haben versucht, die zuletzt genannte 
Synthese durch Verwendung des Formamino-malonesters zu verbessern, muBten 
jedoch feststellen, daB sich der Formamino-ester weniger glatt an Acrolein addiert 
als die schwerer zuganglichen Acetamino-ester. 

Die Kondensation von Piperidinomethy|l-formamino-malonester (I) 
mit Malonester erfolgt in 0,0l-m. Ansitzen bei Gegenwart von wenig 
gepulvertem Natriumhydroxyd in siedendem Xylol glatt innerhalb von 
4 Stunden. Das Kondensationsprodukt II fiel als braunes 61 an, welches 
nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Es wurde nicht ge- 
reinigt und analysiert, sondern direkt der Hydrolyse mit Salzsiure 
unterworfen.-Die Abscheidung der entstandenen d,/-Glutaminsiure wird 
am einfachsten -vollzogen, indem man nach Kégl® Chinrwasserstoff 
durch die eingeengte Lésung des Hydrolysats leitet. Dabei scheidet sich 
das Hydrochlorid in kristallisierter Form ab. Die Synthese verlauft mit 
einer Gesamtausbeute von 75°%,, bezogen auf Formamino-malonester ; 
sie liefert somit héhere Ausbeuten als die bisher beschriebenen Glu- 
taminsdéure-Synthesen. 

Snyder und Eliel!® haben die tertiire Mannich-Base 1-Methyl- 
3-dimethylaminomethyl-indol mit Natriumeyanid zu 1-Methylindol- 
3-acetonitril umgesetzt und damit einen Austausch des Dimethylamino- 
Restes durch den CN-Rest erreicht*. Ein analoger Ersatz des Piperidin- 
Restes durch den CN-Rest im Piperidinomethyl-formamino-malonester 
(I), der eine neue Asparaginsdéuresynthese erdffnet hatte, gelang uns 
weder mit Natriumcyanid noch mit anderen Cyaniden. 

Die Kondensation von tertiiiren Mannich-Basen mit aktive Wasser- 
stoff-Atome enthaltenden Verbindungen verliuft nicht, wie Mannich" 
annahm, auf dem Umweg iiber eine Michael-Kondensation, indem aus 
der tertiiren Base zunachst das sekundire Amin, das zu ihrer Synthese 


5 H.R. Snyder, J. F. Shekleton u. C. D. Lewis, J. Amer. chem. Soc. 
67, 310 [1945]. 

® N. F. Albertson u. S. Archer, J. Amer. chem. Soc. 67, 2043 [1945]. 

7 A. Galat, J. Amer. chem. Soc. 69, 965 [1947]. 

8 D. T. Warner u. O. A. Moe, J. Amer. chem. Soc. 70, 1151 [1948]. 

® F. Kégl u. H. Erxleben, diese Z. 261, 146 [1939]. 

1) H.R. Snyder u. E. L. Eliel, J. Amer. chem. Soc. 70, 2765 [1948]. 

11 C. Mannich u. W. Koch, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 803 [1942]. 

* Bereits 1942 setzten W. Salzer u. H. Andersag (DRP. 722809, Chem. 
Zbl. 1943 I, 567) Mannich-Basen von Indol mit Cyanid zu Acetonitrilen um. 
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gedient hat, abgespalten wird und das dabei entstehende Athylen- 
Derivat den Kondensationspartner addiert; denn die kondensations- 
fahigen tertiiren Basen Dialkylaminomethyl-indol!? und Piperidino- 
methyl-formamino-malonester sind mangels eines zum Stickstoff p- 
standigen Wasserstoffatoms gar nicht zur Ausbildung einer olefinischen 
Verbindung befahigt. Diese Tatsache legte den Gedanken nahe, die 
sehr leicht zuginglichen, gut kristallisierenden, schon von Knoeve- 
nagel!® durch Umsetzung von Piperidin bzw. Diathylamin mit For- 
maldehyd und Kaliumcyanid in Gegenwart von Natriumhydrogen- 


sulfit dargestellten Dialkylamino-acetonitrile (q>N-CH,CN), welche 


die gleiche Gruppierung wie die oben genannten Mannich-Basen tragen, 
auf ihre Kondensationsfahigkeit zu untersuchen, um auf diese Weise 
eine einfache Cyanomethylierung zu erreichen. Wir haben jedoch ver- 
geblich versucht, Diathyl-amino-acetonitril und Piperidino-acetonitril 
sowie deren mit Hilfe von Methyljodid hergestellten quartiren Salze 
mit Formamino-malonester zu kondensieren und auf diese Weise As- 
paraginséure zu synthetisieren. Demnach sind nicht alle mit einer 
Dialkylaminomethyl-Gruppe ausgestatteten Basen in gleicher Weise 
kondensationsfahig. 


Herrn Professor Butenandt danken wir herzlich fiir sein Interesse an 
der vorliegenden Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung von Glutaminsaure 
3g (0,01 Mol) Piperidinomethyl-formamino-malonester wurden in 
8 com wasserfreiem Xylol gelést und nach Zugabe von 1,67 g (0,01 Mol) Malon- 
ester und 0,1 g pulverisiertem Natriumhydroxyd 4 Stdn. im Olbad von 150° 
ehalten. Nach Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum blieb ein hellbraunes 
1 zuriick, das sich nicht kristallisieren lie}. Es wurde ohne weitere Reinigung 
durch 9-stdg. Erhitzen mit dem doppelten Volumen konz. Salzsiure hydrolysiert; 
alle Stunden wurden 3—4 ccm Salzsaure hinzugesetzt. Die heiBe Salzsiurelésung 
wurde mit Kohle entfarbt und die farblose Lésung im Vakuum eingeengt. Bei 
0° wurde Chlorwasserstoff durch die Liésung geleitet; dabei dickte sie sich zu einem 
kristallinen Brei ein, der im Eisschrank nach 24 Stdn. erstarrte. Er wurde scharf 
abgesaugt und aus wenig Wasser unter Durchleiten von Chlorwasserstoff oder 
Zusatz von Aceton durch Anreiben umkristallisiert. Glutaminsaiure-hydro- 
chlorid fiel in kleinen farblosen Kristallen vom Schmp. 202° aus. Ausb. 1,5 g 
(75°/, d. Th.). 
4,487 mg Sbst.: 0,297 com N, (15,59; 742 mm). 
C,;H,O,N-HCl (183,5). Ber. N 7,65. Gef. N 7,65. 


Versuche zur Darstellung von Asparaginsadure 
a) durch Kondensation von Piperidinomethyl-formamino-malon- 
ester und Cyaniden 
3g (0,01 Mol) Piperidinomethyl-formamino-malonester (in wenig 
Alkohol gelést) und 2 g (0,04) Natriumcyanid (in wenig verd. Alkohol geldst) 
wurden zusammengegeben. Beim Stehenlassen in der Kalte, schneller beim Er- 


12 H. Hellmann, diese Z. 284, 163 [1948]. 
13 KE. Knoevenagel, Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 4189 [1903]; 37, 4065 [1904]. 
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warmen, fiel ein weiBer Niederschlag aus, der sich bei langerem Erhitzen allmahlich 
in eine braune Masse verwandelte. Das Filtrat wurde mit konz. Salzsaiure versetzt, 
5 Stdn. gekocht und darauf eingeengt. Es hinterblieb ein gelbes Ol, das bald in 
Nadeln kristallisierte. Nach Umkristallisieren aus Benzol hatte das farblose Pro- 
dukt einen Schmp. von 175°. Es ergab keine Schmelzpunktsdepression mit B- 
Piperidino-«-amino-propionsadure-dihydrochlorid, das auch bei der 
salzsauren Hydrolyse von Piperidinomethyl-formamino-malonester erhalten wird+. 

3,764 mg Sbst.: 0,363 com N, (15,5°, 742 mm) 

C,H,,0,N, - 2HCI (245,2). Ber. N 11,43. Gef. N 11,14. 

Es war also keine Kondensation eingetreten. Kondensationsversuche mit 
Kupfer- bzw. Quecksilber-cyanid oder mit Ammoniumcyanid im Bombenrohr 
verliefen ebenfalls erfolglos. 

b) durch Kondensation von Dialkylamino-acetonitril und Form- 
amino-malonester 

Bei 1—5-stdg. Erhitzen von 2 g (0,01 Mol) Formamino-malonester mit 
1,2 g (0,01 Mol) Piperidino-acetonitril bzw. 1,1 g (0,01 Mol) Diathylamino- 
acetonitril in absol. Benzol, Toluol oder Xylol mit und ohne Zusatz’ von wenig 
gepulvertem Natriumhydroxyd unter Riickflu8 konnte in allen Fallen nur Aus- 
gangsmaterial aus der Reaktionsmischung isoliert werden. 

Bei den Versuchen zur Kondensation von Formamino-malonester und dem 
mit Methyljodid hergestellten quartaren Salz von Diathylamino-acetonitril wurden 
die Kondensationspartner in 0,01-m. Mengen in absol. alkohol. Lésung zusammen- 
gegeben und darauf mit 0,2 g metallischem Natrium versetzt oder in absol. Benzol 
bzw. Xylol mit alkoholfreiem Nzatriumathylat versetzt. Die Abscheidung von 
Natriumjodid setzte schon in der Kalte ein und verstirkte sich beim Erwarmen, 
iiberschritt jedoch nicht 50° der theoretischen Menge. Aus der Reaktionsmischung 
konnte kein definiertes Produkt, nach Einwirktng von konz. Salzsiure nur Ammon- 
chlorid isoliert werden. 


Zusammenfassung 

d,l-Glutaminséure ist durch Kondensation von Malonester und der 
leicht zuginglichen Mannich-Base Piperidinomethyl-formamino-malon- 
ester und Hydrolyse des Kondensationsproduktes in 75-proz. Aus- 
beute darstellbar. Die Synthese von Asparaginsiure durch Konden- 
sation von Piperidinomethyl-formamino-melonester und Cyaniden bzw. 
von Formamino-malonester und Dialkylamino-acetonitrilen gelang 
nicht. 
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Zur Kenntnis der Reaktionskinetik der enzymatischen Ester- 
hydrolyse verzweigter aliphatischer Monocarbonsaéuren 


Von 
K. E. Schulte, H. Krause und J. Kirschner 
Aus der Deutschen Forschungsanstalt fir Lebensmittelchemie Minchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Marz 1951) 


Es ist schon linger bekannt, daB die Geschwindigkeit der scp iaanimen 
Hydrolyse aliphatischer Monocarbonsaureester von der Konstitution der Saure- 
bzw. Alkoholkomponente abhangt, und zwar nicht nur von der Lange der Alkyl, 
reste, sondern auch von der Anordnung der Kohlenstoffatome zueinander. Morel 
und Terroine! wiesen darauf hin, da8 die Ester der Isobuttersiure von Pankreas- 
i langsamer als die der Butterséiure gespalten werden. Das gleiche Ergebnis 
fanden Rona und Bien?. Willstatter und Memmen® zeigten, daB auch bei 
einem Zusatz geeigneter Aktivatoren die Spaltung der Isobuttersdureester lang- 
samer verlauft. In neuerer Zeit untersuchten Balls und Matlack* die Spaltung 
von Stearinsiureestern durch Pankreaslipase, wobei die verschiedenen Alkohol- 
komponenten sehr unterschiedliche Spaltungsgeschwindigkeiten bedingten. Sie 
fanden, da8 Alkylsubstitution in der Alkoholkomponente sich nur dann auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Esterhydrolyse auswirkt, wenn die Alkylreste an 
dem die Hydroxylgruppe tragenden Kohlenstoffatom stehen und pee sekun- 
dire bzw. tertiare Alkohole entstehen. 

Auch die Geschwindigkeit der fermentativen Estersynthese ist weitgehend 
von der Konstitution der Reaktionspartner abhangig. So verlauft nach Rona und 
Mihlbock® die enzymatische Veresterung der Isobuttersiure wesentlich lang- 
samer als die der normalen Buttersiure. Ebenso beeinfluBt die Einfiihrung anderer 
Substituenten, z. B. ein Halogen-Atom, eine Hydroxyl- oder Phenylgruppe, die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Veresterung aliphatischer Monocarbonsauren. 
Dabei haingt die Verminderung der Esterbildungsgeschwindigkeit nicht so sehr 
von der Art des Substituenten ab, sondern maSgebend ist die Stellung des Sub- 
stituenten zur Carboxylgruppe. Je weiter der Substituent von der Carboxylgruppe 
ee ist, desto geringer ist sein Einflu8 auf die Reaktionsgeschwindigkeit der 

yynthese. 

Die spezifische strukturbedingte Spaltbarkeit von Estern durch Leberesterase 
haben vor allem Bamann und Mitarbeiter eingehend untersucht. Bamann, 
Schweizer und Schmeller® haben die Vorstellung entwickelt und experimentell 
belegt, daB das Enzymbindungsvermégen der Estergruppe eines Substrates von 
dem elektrochemischen Charakter der in der Nahe sich befindenden Gevppen maB- 
geblich beeinfluBt wird. 


Es erschien interessant, die Beeinflussung der enzymatischen 
Hydrolyse der Ester verzweigtkettiger Monocarbonsauren in Abhingig- 
keit von der Lange und Stellung der Seitenkette zur Estergruppe naher 
zu untersuchen, zumal bisher ausschlieBlich die Isobuttersiure von den 
Isomeren aliphatischer Monocarbonsiuren zu diesen Untersuchungen 
herangezogen wurde. 


1 L. Morel u. E. Terroine, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 149, 236 [1909]. 

2 P. Rona u. Bien, Biochem. Z. 64, 13 [1914]. 

3 R. Willstatter u. F. Memmen, diese Z. 188, 229 [1924]. 

4 A.K. Balls u. M. B. Matlack, J. biol. Chemistry 128, 679 [1938]. 

5 P. Rona u. O. Mihlbock, Biochem. Z. 228, 130 [1930]. 

6 KE. Bamann, E. Schweizer u. M. Schmeller, diese Z. 222, 121. [1933]. 
16* 
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Als Substrate wurden die Methylester der verzweigtkettigen Saiuren 
gewahlt, die, da sie gréBtenteils nur sehr geringe Wasserléslichkeit 
besitzen, emulgiert den Versuchsansitzen zugefiigt wurden. Als Enzym 
diente Esterase aus Rinderleber. Uber die Darstellung der verwendeten 
Ester sowie die Herstellung der Enzymlésung und Versuchsanordnung 
wird im Versuchsteil berichtet. 

Ein Vergleich der Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolyse der 
Ester der homologen Reihe der geradkettigen aliphatischen Mono- 
carbonséuren lehrt, daB zunachst die Geschwindigkeit der Spaltung 
mit wachsender Kettenlange bis zur n-Valerianséure zunimmt und dann 
wieder abfallt, was auch von Glick und Sobotka’ festgestellt wurde. 
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, au #8 ® 
C-Zahl 0. Hauptkette —> 
Abb. 1. Proz. Spaltung der Methylester geradkettiger ( ) und «-methyl- 
) Monocarbonsauren nach 15 Min. in Abhangigkeit von der 

Kettenlinge. 


Abb. 1 zeigt an Stelle der Anfangsgeschwindigkeiten die diesen pro- 
portionalen Spaltungen nach 15 Min, als Funktion der Kohlenstoff- 
atom-Zahl der Hauptkette. Die Kurve weist zwei Maxima auf, ein sehr 
ausgeprigtes bei C, und ein kleineres bei C,,. 

Fiigt man nun am «-Kohlenstoffatom eine Methylgruppe ein, so 
ergeben die Methylester dieser «-methylverzweigten Fettsiuren in der 
gleichen Zeiteinheit einen geringeren Umsatz, d. h. sie werden langsamer 
als die zugehGérigen geradkettigen Saiuren durch Leberesterase gespalten. 
Die entsprechende Kurve verlauft fast gleichsinnig unterhalb der der 
Ester geradkettiger Sauren. 

Fiir die weiteren Betrachtungen sind die Werte fiir die Anfangs- 
geschwindigkeit der Hydrolyse (k), die graphisch aus den kp-Werten 


7 D. Glick u. Sobotka, J. biol. Chemistry 105, 199 [1934]. 





Bd. 287 (1951) Zur Kenntnis der Reaktionskinetik 241 


(Tab. 6) ermittelt wurden, herangezogen worden. Verlingert man die 
a-stindige Seitenkette, z. B. der Capronsdure, so verringert sich der 
Wert fir die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante beim ng von 
der Methyl- zur Athyl- und Propylgruppe, wihrend beim ts 
zur Butylseitenkette keine weitere Abnahme eintritt. Fiir den «-Athyl- 
und «-n-Butyl-capronsdure-ester wurde fast der gleiche k-Wert ge- 
funden, waihrend der Ester der propylsubstituierten Capronsiure einen 
niedrigeren k-Wert besitzt. Wandert die Methylgruppe in 6-Stellung 
(C;), so steigt der k-Wert an und nahert sich dem des n-Capronsiure- 


esters (Tab. 1). 


Tab. 1. Die Anfangsgeschwindigkeiten der enzymatischen Hydrolyse verzweigter 
Capronsaure-ester und der der geradkettigen Isomeren 





C- 
Atom- Methylester der . Methylester der 
Zahl 





a«-Methyl-capronsiure. . 
«-Athyl-capronsiure . . . 
a-n-Propyl-capronsaiure 
o«-n-Butyl-capronséure . . 
6-Methyl-capronsaiure. . . 














Fir die Methylester der geradkettigen Saiuren ‘mit gleichem Mole- 
kulargewicht wurden andere k- Werte gefunden als fiir die entsprechenden 
verzweigtkettigen Isomeren; sie sind teils kleiner, teils gréBer. DaB 
aber nicht nur die Anordnung der Kohlenstoffatome in Nahe der Ester- 
gruppe maBgebend fiir die Geschwindigkeit der Reaktion ist, zeigt ein 
Vergleich der &-Werte folgender Ester: Die n-Capronsiure kann sowohl 
durch Einfiigen einer Methyl-Seitenkette als auch durch lineare Ver- 
langerung der Kette um ein Kohlenstoffatom in eine C,-Saure tiber- 
gefiihrt werden. Der k-Wert des n-Capronsiure-esters wird bei «-Sub- 
stitution (C,) stark erniedrigt, wihrend eine Substitution in 6-Stellung 
(C;) einen geringeren Einflu8 auf & ausiibt. Die lineare Verlangerung 
am e-Kohlenstoffatom (Onanthsiure) hingegen fiihrt wieder zu einer 
Abnahme von k. 


Tab. 2. Die Anfangsgeschwindigkeiten der enzymatischen Esterhydrolyse ver- 
zweigter Buttersiuren und der zugehdérigen geradkettigen Isomeren 





C- 
Atom- Methylester der k-104 Methylester der k- 104 
Zahl 





113,0 
186,0 
425,0 


«-Methyl-buttersaure 
B-Methyl-buttersaiure 
«-Athyl-buttersiure 





291,0 











3 
4 Isobuttersaure 
5 
6 
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Der Isobutterséure-ester wird nicht nur langsamer als der -n-Butter- 
sdiure-ester, sondern auch langsamer als der entsprechnde geradkettige 
Ester, der Propionsaure-ester, gespalten (Tab. 2). Der «-Methyl-butter- 
siure-ester wird langsamer hydrolysiert als der n-Buttersiure-ester, 
eine /-staéndige Methylgruppe tibt einen noch stirkeren EinfluB aus als 
eine solche in «-Stellung. Eine «-staindige Athylgruppe iibt auch hier 
eine gréBere Wirkung als eine «-sténdige Methylgruppe auf die Reak- 
tionsgeschwindigkeit aus. Es wird also der hemmende Effekt in der 
gleichen Weise verstirkt wie bei den «-alkylverzweigten Capronsiure- 
estern. Die k-Werte fiir die Methylester der geradkettigen Saiuren mit 
gleichem Molekulargewicht liegen wesentlich héher. 


Tab. 3. Die Anfangsgeschwindigkeiten' der enzymatischen Esterhydrolyse einiger 
verzweigter Fettsiuren und der zugehérigen geradkettigen Isomeren 





C- ; 
Atom- Methylester der p Methylester der 
Zahl 
8 , n-Caprylsiure 
10 | y-Athyl-caprylsiure .. . 
10 | B-Methyl-pelargonsaure. . n-Caprinsaure 
12 |«-Athyl-caprinsiure .. . n-Laurinsaure 


9 | #-Athyl-onanthsdure .. . n-Pelargonsaure 
“ f n-Onanthsaure 




















Riickt die Athylgruppe in y-Stellung (Tab. 3), so ist noch ein deut- 
licher, wenn auch geringer Einflu8, verglichen mit dem Ester der gerad- 
kettigen Saure, feststellbar (Ester der y-Athyl-caprylsiure/n-Capryl- 
siure). Vergleicht man aber damit den k-Wert des Esters der gerad- 
kettigen Saéure mit gleichem Molekulargewicht, den n-Caprinséure- 
ester, so findet man, daB die k-Werte dieser beiden Ester gleich groB 
sind. Bei einer Substitution am y-Kohlenstoffatom ist also die Anderung 
des k-Wertes nicht gréBer als bei der linearen Verlingerung der Kette 
yon C, auf C,,. Es ist offenbar hier vorwiegend die Anderung der Mole- 
kiilgr6Be und nicht die Konstitution von EinfluB. 

Hierzu noch ein weiteres Beispiel: Fiigt man in die n-Caprinsdure 
am ¢-Kohlenstoffatom (C,) eine Athylgruppe ein, so wird fiir den Ester 
dieser Saiure ein k-Wert gefunden, der in derselben GréSenordnung 
liegt wie der k-Wert bei linearer Verlingerung des »-Caprinséure- zum 
n-Laurinsaure-ester. 

Fiir den Einflu8 einer f-staéndigen Methyl- und Athylgruppe bei 
langerer Hauptkette sind die k-Werte der Methylester der n-Pelargon- 
siure/f-Methyl-pelargonsiure/n-Caprinsiure und -Onanthsaure/f- 
Athyl-énanthsaure/n-Pelargonsaure aufgefiihrt. 

Man kann also die Feststellung machen, da sowohl Alkylsub- 
stitution in «-Stellung als auch Einfiihrung einer Methyl- oder Athyl- 
gruppe in #-Stellung eine Erniedrigung der Hydrolysengeschwindigkeit 
bewirkt, wihrend Methyl- oder Athylsubstitution in y-Stellung und in 
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weiterer Entfernung von der Estergruppe keinen gréBeren Effekt zeigt 
als eine lineare Kettenverlingerung. 

Nach Bamann und Rendlen® ist die Carbonylgruppe an der 
Bindung des Esters mit der Esterase vornehmlich beteiligt. Es lage nun 
nahe, als Ursache der Hemmung der Enzymwirkung durch Alkylsub- 
stituenten am «- und $-Kohlenstoffatom eine réumliche Abschirmung 
dieser Haftstelle durch die Seitenkette anzunehmen. Durch diesen 
sterischen Effekt wiirde die Anlagerung des Enzyms an die Estergruppe 
erschwert werden. Eine Methyl- oder Athylgruppe in y-Stellung oder 
an einem von der Estergruppe entfernteren Kohlenstoffatom kénnte 
dann keine abschirmende Wirkung haben, wie eine Veranschaulichung 
der raumlichen Verhiltnisse zeigt. Balls und Matlack*, die die enzy- 
matische Hydrolyse der Stearinsiure-ester sekundirer und tertiarer 
Alkohole untersuchten — die Spaltung dieser Ester verliuft, wie oben 
bereits erwahnt, wesentlich langsamer als die der entsprechenden Ester 
primarer Alkohole — deuten ihre Beobachtungen in diesem Sinne. 

Unsere weiteren Untersuchungen ergaben jedoch, daB der EinfluB 
der Seitenkette in «- und f-Stellung auf die enzymatische Esterhydrolyse 
wahrscheinlich nicht durch die Annahme einer sterischen Hinderung 
geklart werden kann. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Esterhydrolyse 
andert sich charakteristisch mit der Substratkonzentration und wird 
auBerdem durch zwei Faktoren bestimmt: Der Affinitaét des Enzyms zum 
Ester und der Zerfallsgeschwindigkeit dieser Reaktionszwischenver- 
bindung. Nach Michaelis und Menten® kann die Affinitaét des Enzyms 
zum Substrat durch Aufstellung einer Aktivitats-p,-Kurve ermittelt 
werden. Da die maximale Spaltungsgeschwindigkeit bei einer Sub- 
stratkonzentration, bei der das gesamte Enzym an das Substrat ge- 
bunden ist, erreicht wird, ist diese GréBe bei gegebener Enzymkonzen- 
tration ein MaB fiir die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substrat- 
Verbindung. 

Diese Beziehungen zwischen Enzymwirkung und Substratkonzen- 
tration sind nur fiir verdiinnte homogene (besser mikroheterogene) 
Systeme streng giiltig. Die Ester der verzweigten Buttersiuren und 
Capronsauren besitzen z. T. geringe und unterschiedliche Wasserléslich- 
keit. Um vergleichbare Bedingungen zu erhalten, wurden die Ester den 
Ansatzen in emulgierter Form zugegeben. Fiir diese Versuchsbedin- 
gungen wurde die Annahme gemacht, daB auch auf dieses heterogene 
System die Theorie von Michaelis und Menten begrenzt anwendbar 
ist. Die ermittelten Werte fiir die Affinitat der Substrate zum Enzym 
gelten zunachst nur unter der Voraussetzung, daB diese Annahme zu- 
trifft. 

Die Abb. 2—4 (Tab. 6 und 8) geben die ermittelten und die aus 
den zugehérigen Werten fiir die Dissoziationskonstante errechneten 


8 E. Bamann u. E. Rendlen, diese Z. 238, 133 [1936]. 
® L. Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Z. 49, 333 [1913]. 





244 K. E. Schulte, H. Krause und J. Kirschner, Bd. 287 (1951) 


Aktivitats-p,-Kurven folgender Methylester wieder: n-Buttersaure- 
ester, n-Capronsdure-ester und 6-Methyl-capronsiure-ester. In den 
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Abb. 4. x —- x experimentell ermittelte, Abb. 5. Aktivitits-ps-Kurven der 
o ---o berechnete Aktivitats-ps-Kurve ‘ Methylester von 
des 5-Methyl-capronsiure-methylesters. 1) «-Athylbuttersiure, 2) «-Methylbutter- 
sdure, 3) Isobuttersiure, 4) £-Methy]l- 
buttersaure. 


Abb. 5 und 6 (Tab. 7 und 9) sind die experimentell ermittelten Aktivi- 
tiits-p,-Kurven nachstehender Methylester dargestellt (es sind nur die 
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aufsteigenden Aste der Kurven gezeichnet): Isobuttersiure-ester, 
x-Methyl-buttersiure-ester, 8-Methyl-buttersdiure-ester, x-Athyl-butter- 
siure-ester, o-Methyl- und «-Athyl-capronsiure-ester, «-n-Propyl- 
capronsaure-ester und «-n-Butyl-capronsiure-ester. 
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Abb. 6. Aktivitats-ps-Kurven der Methylester von 1) «-Methyl-capronsaure, 
2) a-Athyl-capronsiure, 3) «-n-Propyl-capronsiure, 4) «-n-Butyl-capronsdure. 














Ein Vergleich der experimentellen mit den theoretischen Kurven 
der Abb. 2—4 zeigt, daB bei niedrigen Konzentrationen die Uberein- 
stimmung befriedigend ist. Nur bei héheren Konzentrationen wurde 
bei allen Kurven eine Abweichung gefunden, und zwar steigt, wie der 
experimentell ermittelte Kurvenverlauf lehrt, die Geschwindigkeit 
zundchst rascher an, erreicht ein Maximum und fallt dann wieder ab. 
Die experimentellen Aktivitats-p,-Kurven stellen ,,Glockenkurven“‘ 
dar. Fiir eine derartige Abweichung des Kurvenverlaufs sind bekanntlich 
fiir Reaktionen im homogenen System verschiedene Faktoren verant- 
wortlich gemacht worden. Neben den Einfliissen, die unter dem Begriff 
der ,,Verinderung der Natur des Lésungsmittels“ zusammengefaBt 
werden, diirfte es wohl sehr wahrscheinlich sein, daB das Enzym bei 
héherer Substratkonzentration nicht nur mit einem Substratmolekiil 
reagiert, sondern noch mit einem zweiten und gegebenenfalls mit 
weiteren. Es bildet sich nicht nur die aktive, leicht zerfallende Verbin- 
dung (ES), sondern auch die mehr oder weniger inaktiven Verbindungen 
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(ES) S, (ES)s , denen nach Bamann”® ,,viel haufiger eine end- 


liche Zerfallsgeschwindigkeit zuzuordnen ist, als daB ihre Zerfalls- 
geschwindigkeit nach Null konvergiert‘‘. Der Kurvenverlauf macht es 
wahrscheinlich, daB auch unter den gewihiten Versuchsbedingungen 
ahnliche Faktoren wirksam werden. AuBerdem mu8 darauf hingewiesen 
werden, daB die Berechnung von Dissoziations- bzw. Affinitaétskon- 
stanten nach der Theorie von Michaelis und Menten Annahmen 
voraussetzt, die mdglicherweise auch im homogenen System nicht 
immer zutreffen. 

Die aus diesen Aktivitits-p,-Kurven ermittelten Dissoziations-, 
Affinitats- und relativen Hydrolysenkonstanten ergeben nun folgendes 
Bild (Tab. 4 u. 5). Bei den Capronsiure-estern nimmt die Affinitat der 
Substrate zum Enzym mit der Linge des «-stiindigen Substituenten zu, 
wihrend eine Methylgruppe in 6-Stellung (C,) eine geringe Verminderung 
der Affinitét bewirkt. Die relativen Hydrolysenkonstanten (Zerfalls- 
geschwindigkeitskonstanten der Enzym-Substratverbindungen) sind, 
verglichen mit der des n-Capronsaure-esters, wesentlich kleiner. Bei den 
substituierten Butterséure-estern ist dieselbe GesetzmaBigkeit festzu- 
stellen: «-Alkylsubstitution erhéht die Affinitat, und zwar eine Athyl- 
gruppe in gréBerem MaBe als eine Methylgruppe. Riickt die Methyl- 
gruppe in f-Stellung, so ist der EinfluB geringer. Gleichzeitig ist die 


Tab. 4. Dissoziations-, Affinitéts- und relative Hydrolysenkonstanten verzweigter 
Capronsiure-ester. 





Methylester der 


Dissoziations- 
konstante der 
Enzym-Substr.- 
Verbindung 


Affinitats- 
konstante 


Rel. Hydrolysen- 
konstante der 
Enzym-Substr.- 
Verbindung 





n-Capronsdure .... . 
6-Methyl-capronsaure. . . 
a«-Methyl-capronsiure. . . 


«-Athyl-capronsaure . 


a«-Propyl-capronséure. . . 


»-Butyl-capronsaure . 





21,4-10-3 
29,5 -10-% 
13,8 10-3 
12,0 10-3 
6,45 -10-% 
7,94-10-% 





46,7 
38,8 
72,4 
83,2 
154,9 
125,9 





1 
0,58 
0,29 
0,23 
0,092 
0,22 


Tab. 5. Dissoziations-, Affinitéts- und relative Hydrolysenkonstanten einiger 


Buttersaure-ester. 





Methylester der 


Dissoziations- 
konstante der 
Enzym-Substr.- 
Verbindung 


Affinitats- 
konstante 


Rel, Hydrolysen- 
konstante der 
Enzym-Substr.- 





n-Buttersaure 
«-Methyl-buttersiure 
a-Athyl-buttersiure 
B-Methyl-buttersiure 
Isobuttersiure 





19,9-10-4 
8,4-10-4 
5,0-10-4 
11,2-10-4 
6,3-10-4 





501 
1200 
1996 

851 
1585 





10 KE. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 897 [1931]. 
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Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substratverbindungen im Vergleich 
zum »-Buttersdéure-ester verringert. 

Dieses Ergebnis ist — die Giiltigkeit der gemachten Annahme vor- 
ausgesetzt — nicht durch sterische Hinderung zu erklaren, sondern es 
erscheint die Annahme berechtigt, daB durch den Eintritt des Alkyl- 
restes am «- und £-Kohlenstoffatom eine Deformation der Ladungs- 
verteilung des Molekiils eintritt und der semipolare Charakter der 
Doppelbindung der Carbonylgruppe verstarkt (Ausbildung eines Bin- 
dungsdipols) wird. Nur so ist eine gréBere Affinitét der Substrate zum 
Enzym und gleichzeitig eine Erschwerung des Zerfalls der Enzym- 
Substratverbindung erklairbar. Dieser induzierte Effekt pflanzt sich 
nur tiber zwei C-Atome in der gesattigten Kette fort, wie schon bei 
Untersuchungen iiber die Reaktionskinetik der katalytischen Ver- 
esterung verzweigter Monocarbonsaduren gefunden wurde". Der groBe 
Abfall dieses Einflusses bei Alkylsubstitution am C, ist allerdings noch 
wenig gut erklarbar. 


Beschreibung der Versuche 


a) Darstellung der Methylester geradkettiger und verzweigter Sauren 


Bei der Darstellung der Methylester wurden je nach Konstitution der Fett- 
siuren und Léslichkeit ihrer Natriumsalze drei verschiedene Methoden angewandt: 
1. mit absol. Methanol und konz. Schwefelséure, 2. mit Dimethylsulfat und 3. mit 
Diazomethan®. 

In der folgenden Zusammenstellung sind nur die Daten der Methylester ver- 
zweigter Sauren mitgeteilt: 

Isobutterséure-ester: Aus 37 g Saiure, 200 ccm absol. Methanol, 25 ccm konz. 

Schwefelsaure. 

Ausb.: 17 g Ester (40% d. Th.). Sdp. 91—92°. 
a-Methyl-buttersaure-ester: Aus 20g Siure, 100ccm absol. Methanol, 

10 cem konz. Schwefelsaure. 

Ausb.: 11 g Ester (50% d. Th.) Sdp. 113—114°. 
8-Methyl-buttersaiure-ester: Aus 53 g Saure, 200 com absol. Methanol, 20 g 
konz. Schwefelsaure. 
Ausb.: 35g Ester (60% d. Th.). Sdp.: 115—116°. 
6-Methyl-capronséure-ester: Aus 7 g Saure, 25 ccm absol. Methanol, 3 com 
konz. Schwefelsaure. 
Ausb.: 6 g Ester (80% d. Th.). Sdp.: 158°. 
x-Methyl-capronsadure-ester: Aus 23g Saure, 100 ccm absol. Methanol, 

10 ccm konz. Schwefelsaure. 

_ _ Ausb.: 18 g Ester (70% d. Th.). Sdp.: 77—78°. 
§-Athyl-énanthsaure-est er: Aus 35 g Saure, 100 ccm absol. Methanol, 15 cem 
konz. Schwefelsaure. , 
Ausb.: 31 g Ester (78% d. Th.). Sdp.: 74°. 
«-Methyl-carprylsdure-ester: Aus 9g Saure, 50ccm absol. Methanol, 
5 ccm konz. Schwefelsaure. 
 _Ausb.: 8g Ester (80% d. Th.). Sdp.: 70—71°. 
y-Athyl-caprylsaiure-ester: Aus 25 g Saure, 60 ccm absol. Methanol, 5 ccm 
konz. Schwefelsaure. 
Ausb.: 10 g Ester (659% d. Th.). Sdp.: 82—83°. 


u K. E. Schulte, W. Wei8kopf u. J. Kirschner, in Vorbereitung. 
12 Werner u. Seybold, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 3658 [1909]. 
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8-Methyl-pelargonsaure-ester: Aus 23g Saure, 100ccm absol. Methanol, 
10 ccm konz. Schwefelsaure. 
Ausb.: 21 g Ester (849% d. Th.). Sdp.: 100—102°. 
«-Methyl-caprinsaure-ester: Aus 20 g Saure, 100 ccm absol. Methanol, 10 com 
konz. Schwefelsaure. 
 _ Ausb.: 17g Ester (81% d. Th.). Sdp.: 105—107°. 
e-Athyl-caprinséiure-ester: Aus 6g Saure, 50 ccm absol. Methanol, 5 ccm 
konz. Schwefelsaure. 
Ausb.: 4g Ester (63% d. Th.). Sdp.: 111—112°. 
«-Methyl-laurinséure-ester: Aus 2 g Saure, 5 ccm absol. Methanol, 5 Tropfen 
konz. Schwefelsiure. 
Ausb.: 1g Ester (50% d. Th.). Sdp.: 250°. 
«-Methyl-myristinsiure-ester: Aus 30g Saure, 100 ccm absol. Methanol, 
10 ccn¥ konz. Schwefelsiure. 
 _Ausb.: 24g Ester (75% d. Th.). Sdp.: 138°. 
a-Athyl-buttersaure-ester: Aus 21g Saure, 95 ccm 2-n. Natronlauge, 45 g 
Dimethylsulfat. 
_ . Ausb.: 10g Ester (439% d. Th.). Sdp.: 135—136°. 
«-Athyl-capronsdure-ester: Aus 9g Saure, 32 ccm 2-n. Natronlauge, 16 g 
Dimethylsulfat. 
Ausb.: 8 g Ester (80% d. Th.). Sdp.: 176°. 
a-n-Propyl-capronsaéure-ester: Aus 7g Siure, 23 ccm 2-n. Natronlauge, 
12 g Dimethylsulfat. 
Ausb.: 5 g Ester (659% d. Th.). Sdp.: 187°. 
a-n-Butyl-capronsaure-ester: Aus 5g Saure, 15 ccm 2-n, Natronlauge, 8 g 
Dimethylsulfat. . 
Ausb.: 3g Ester (56% d. Th.). Sdp.: 206°. 


b) Isolierung der Esterase aus Rinderleber 


Die Esterase-Lésung wurde nach der Vorschrift von Bamann und Mitarbb. 1% 
dargestellt: 250 g Leberbrei werden mit »/20-Ammoniak auf 1500 ccm gebracht 
und 3 Tage der Autolyse bei 20°C iiberlassen. Die ammoniakalische Hackbrei- 
suspension wird sodann mit n/20-Essigsiure schwach angesiuert, wobei geléste 
héhermolekulare EiweiBstoffe ausfallen. Nach Abtrennung der Zellreste und der 
ausgeflockten EiweiBstoffe durch Filtration wird der gewonnene Auszug 4 Tage 
gegen flieBendes dest. Wasser dialysiert. Die klarfiltrierte braunliche Lésung wird 
mit Toluol iiberschichtet und im Eisschrank aufbewahrt. Die Bestimmung der 
Esterasemenge in der Frischleber und in der dialysierten Lésung nach Will- 
statter und Memmen® (Messung der Buttersiuremethylester-Hydrolyse) ergab, 
daB 96°/, des Enzyms in Lisung gingen. Die Wirksamkeit der Enzymlésung, die 
vor Beginn jeder Versuchsreihe erneut bestimmt wurde, blieb wihrend der Versuchs- 
zeit von 4 Monaten konstant; bei keinem der Ansitze anderte sich das py von 8,9. 


c) Die enzymatische Esterhydrolyse geradkettiger und verzweigter 
Sauren bei konstanter Substratkonzentration 

Die Hydrolyse der Ester wurde in folgendem Ansatz gemessen: In einem 
200 ccm MeBkolben gibt man zu 50 ccm 2-proz. wiGriger Lésung von Adulsion 
(Emulgator)'* m/250 g des neutral reagierenden reinen Monocarbonséure-methyl- 
esters (feste Ester werden in geschmolzenem Zustand mit Gummi arabicum ver- 
rieben und dann quantitativ in den Kolben iibergefiihrt) und schiittelt 10 Min. 
kraftig. Darauf fiigt man 40 ccm Ammoniak-Ammonchloridpuffer (1:4, 2,5-n.) 
und 5 ccm Enzymlésung (entspr. 3,15 E.-E.) zu und fiillt mit Wasser zur Marke 
auf, (Simtliche Komponenten des Fermentansatzes werden vorher im Thermo- 
staten auf die Versuchstemp. 30° C gebracht.) 


18 E. Bamann, I. N. Mukherjee u. L. Vogel, diese Z. 229, 15 [1934]. 
14 Cellulosedither, Herst. Kalle & Co AG., Wiesbaden-Biebrich. 
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Dem fertigen Ansatz entnimmt man zu Beginn des Versuchs und in bestimmten 
Zeitabstinden Proben von 20 cem,-in denen man durch Zugabe von 10 ccm n/5- 
Salzsiure die enzymatische Hydrolyse unterbricht und mit n/5-Kalilauge bis zum 
Umschlag von Bromkresolpurpur titriert (Zugabe von 4 Tropfen 0,5-proz. alkoho- 
lischer Indikatorlésung). Zur Ermittlung der in gleichen Zeiten vom alkalischen 
Puffer allein bewirkten Spaltung werden Parallelversuche ohne Enzym angesetzt 
und die gefundenen Betrige vom Versuch mit Enzym-Zusatz abgezogen. Die 
Differenz im Verbrauch der Lauge, der Aciditatszuwachs, ist ein MaB fiir die statt- 
gefundene Spaltung. Vorversuche ergaben, daB der Emulgator-Zusatz den Reak- 
tionsablauf nicht beeinfluBt. 

Tab. 6 bringt einige der in dieser Weise gemessenen Daten und die hieraus 
errechneten Werte fiir die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 0. und 1. Ordnung. 


Tab. 6. Aciditatszuwachs, prozentuale Spaltung, ko- und k,-Werte der enzyma- 

tischen Esterhydrolyse geradkettiger und verzweigter Monocarbonsauren bei 

konstanter Enzym- und Substratkonzentration in Abhangigkeit von der Reak- 
tionszeit. 


1. n-Buttersiure-methylester. Einwaage 0,4085 g 





Aciditats- 
zuwachs in ccm in 9% ky: 104 


Reaktionszeit 
in Min, 





180 
173 
167 
157 
153 
152 


Einwaage 0,5208 g 





5,5 
10,0 
13,0 
15,0 
17,5 
19,0 
thylester. Einwaage 0,4085 g 
21,0 70,0 
39,5 65,8 
180 57,0 63,3 
240 72,0 60,0 
300 84,5 56,3 

5. «-Methyl-buttersiure-methylester. Einwaage 0,4648 g 

60 30,0 15,7 
120 27,5 15,0 
180 26,7 15,3 
240 25,8 15,5 
300 25,0 15,7 
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6. B-Methyl-buttersaiure-methylester. Einwaage 0,4648 g 


. R Aciditats- 
ey it zuwachs in ccm 





Spaltung ke-104 
0 





16,7 
15,0 
14,2 
13,9 
12,5 
12,0 








7. «-Athyl-buttersaure Einwaag: 0,5207 g 
60 13,3 
120 12,5 
180 12,2 
240 ey | 
300 11,0 


8. «-Methyl-capronséure-methylester. Einwaage 0,5768 g 
15 0,27 180 ° 
30 2 160 
45 129 
60 113 
75 105 
90 98,9 








9. 6-Methyl-capronsdure-methylester. 
15 0,38 19,0 253 
30 0,74 37,0 247 
45 1,05 52,5 233 
60 1,26 63,0 210 
75 1,48 74,0 197 
90 1,70 85,0 189 














10. «-Athyl-capronsdure-methylester. Einwaage 0,6329 g 
9,0 60,0 

16,5 55,0 

23,0 51,1 

30,0 50,0 

35,5 47,3 

41,0 45,6 








11. a-n- Propyl-capronséiure-methylester. Einwaage 0,6890 g 
60 10,0 33,3 
120 18,0 30,0 
180 23,5 26,1 
240 28,0 23,3 
300 34,0 22,7 


12. «-n-Butyl-capronsaure-methylester. Einwaage 0,7452 g 
60 16,0 53,3 29,1 
120 27,0 45,0 26,2 
180 33,0 36,7 22,3 
240 34,5 28,8 17,6 
300 37,5 25,0 15,7 
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', 13, p-Athyl-énanthsaure-methylester. Einwaage 0,6890 g 





Aciditats- 
ony zuwachs in ccm — ky: 104 k,-104 


60 9,0 30,0 
120 17,0 28,3 15,5 
180 24,0 26,7 15,3 
240 31,0 25,8 15,5 
300 35,0 23,3 14,4 

















14. «-Methyl-caprylsiure-methylester. Einwaage 0,6892 g 


15 0,08 : 27,3 
30 0,15 26,0 
45 0,22 25,9 
60 0,26 23,2 
90 0,35 7 21,4 
120 0,40 18,6 
180 0,51 16,4 


15. y-Athyl-caprylsiure-methylester. Einwaage 0,7451 g 


15 0,10 34,2 
30 0,19 33,3 
45 0,24 28,4 
60 0,31 28,1 
15 0,34 24,9 
90 0,37 ; 18,1 





30 13,3 
60 10,0 
120 8,33 
180 6,67 


240 6,25 
300 6,00 


17. e-Athyl-caprinsaure-methylester. Einwaage 0,8574 g 
30 0,07 F 23,3 11,9 
60 0,12 20,0 10,3 


120 0,23 5 19,2 10,2 
180 0,31 17,2 9,36 


240 0,35 14,6 8,02 
300 0,39 13,0 7,23 





d) Die Hydrolyse der Ester in Abhangigkeit von der Substrat- 
konzentration (Aktivitats-ps-Kurven) 


Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten der Enzym-Substratverbindungen 
bzw. der Affinitétskonstanten und der relativen Hydrolysenkonstanten wurde 
von nachstehenden Methylestern die Aktivitats-ps-Kurve aufgestellt: Ester der 
n-Buttersiure, Isobuttersiure, «-Methyl-buttersaure, f-Methyl-butterséure, o- 
Athyl-buttersiure, n-Capronsdure, «-Methyl-capronsdure, 6-Methyl-capronsiure, 
«-Athyl-capronsaure, «-n-Propyl-capronsaure, «-n-Butyl-capronsaure. 
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MeBverfahren: Die Geschwindigkeit der Esterspaltung wird titrimetrisch 
bei konstanter Temperatur (30° C) und Aciditaét (pq 8,9) verfolgt. Die Ver- 
suchsansaétze (Gesamtvolumen 50 ccm) enthalten atBer der jeweiligen Ester- 
menge: 


10 com 2-proz. Lésung von Adulsion 
10 ccm 2,5-n.Ammoniak-Ammonchloridpuffer (1:4) 
1,25 com Enzymlésung (entspr. 0,79 E.-E.). 


Den fertigen Ansitzen werden zu Beginn des Versuches und nach 10 bzw. 30 Min. 
Proben von 20 ccm entnommen, in denen durch Zugabe von 10 ccm n/5-Salzsaure 
die enzymatische Hydrolyse unterbrochen wird und die mit n/5-Kalilauge gegen 
Bromkresolpurpur titriert werden (Zugabe von 4 Tropfen 0,5-proz. alkoholischer 
Indikatorlésung). Die vom alkalischen Puffer allein bewirkte Spaltung wird von 
den Versuchen mit Enzym-Zusatz abgezogen. Angaben iiber die gewahlten Kon- 
zentrationen der Substrate und die ermittelten Umsatze finden sich in den Tab. 7, 
8 und 9. 


Tab. 7. mg gebildete Saure aus verschiedenen Butterséure-estern nach 10 Min. 
bei verschiedener Substrat- und konstanter Enzymkonzentration (py 8,9 T 30° C). 





Methylester der 


Molaritat n- Isobutter- | «-Methyl- | f-Methyl- 
saure butterséure | buttersdure 


«-Athyl- 
butter- 
saéure 





0,59 
0,78 0,20 
1,35 0,78 0,59 1,11 
aad 
1,52 1,76 1,76 1,34 
2,15 
2,15 1,37 1,78 
1,52 1,96 1,78 
1,56 1,78 
1,35 0,98 
0,84 Ws 0,78 1,78 
0,89 
0,51 0,59 0,20 0,25 

















Tab. 8. mg gebildete Saure aus den Methylestern der n-Capronsaure bzw. 6-Methyl- 
capronsaiure nach 10 Min. bei verschiedener Substrat- und konstanter Enzym- 
konzentration (pq 8,9, T 30°C). 





Molaritat Methylester der 
n-Capronsaure | 6-Methyl-capronsaure 
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Tab. 9. mg gebildete Siaiure aus den Methylestern verschiedener verzweigter 
Capronsaéuren nach 30 Min. bei verschiedener Substrat- und konstanter Enzym- 
konzentration (py 8,9, T 30 C). 


Methylester der 
o-Methyl- o-Athyl- o-n-Propyl- | «-n-Butyl- 
capron- capron- capron- 

saure séure 2) saure 
5,73 6,91 7,26 
7,23 6,45 7,92 
5,49 5,25 6,92 
2,24 2,76 4,62 
0,25 2,21 3,13 
0,83 1,65 


0,99 




















Zusammenfassung 


Die Geschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse der Methylester 
verzweigter aliphatischer Monocarbonsauren wird mafgeblich durch die 
Alkylseitenkette beeinfluBt, wenn diese in «- oder £-Stellung steht. 
Mit steigender C-Atomzahl dieser Seitenkette nimmt die Reaktions- 
geschwindigkeit ab. Eine Methyl- oder Athylgruppe in £-Stellung iibt 
einen geringeren Einflu8 auf die Spaltung aus als in «-Stellung, waihrend 
die Einfiihrung der gleichen Substituenten an einem von der Ester- 


Gruppe weiter entfernten C-Atom keine gréBere Veranderung der Re- 
aktionsgeschwindigkeit bedingt als die lineare Kettenverlangerung um 
die gleiche C-Zahl. Die Affinitaét des Substrates zum Enzym wird durch 
die «- oder £-stiindigen Substituenten erhéht, die Zerfallsgeschwindig- 
keit der Enzym-Substrat-Verbindung wird gleichzeitig erniedrigt. Als 
Erklérung hierfiir wird die starkere Polaritaét der Carbonyl-Doppel- 
bindung unter dem Einflu8 der Seitenkette zur Diskussion gestellt. 
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Biochemie verzweigter Carbonsauren 
VI. Mitteilung 
Stoffwechselversuche mit alkylverzweigten héheren Fettséiuren 
Von 
Giinther Weitzel 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft zu 
Sttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Marz 1951) 


Wahrend niedere Fettsauren mit verzweigter Kohlenstoffkette, besonders 
Isobuttersiure und Isovaleriansiure, als Bestandteile von Naturprodukten seit 
langem bekannt sind, ist der Nachweis, daB auch héhere verzweigtkettige Fett- 
siuren in der Natur vorkommen, jiingeren Datums. Als erste derartige Substanz 
diirfte die 19291 in den Lipoiden von Tuberkel- und Leprabazillen entdeckte 
Tuberkulo-stearinsiure anzusehen sein, deren Konstitution als linksdrehende 
Form der 10-Methy]-stearinsaure* heute gesichert ist*»*. Die Struktur einer zweiten, 
aus Tuberkelbazillen isolierten verzweigten Fettsiure, der Phthionsiure (C,,H;.0.), 
ist noch nicht vdéllig geklirt; als wahrscheinlichste Formel gilt z. Zt. 3. 13. 19- 
Trimethy]-trikosanséure* 5, Es hat sich immer wieder gezeigt, daB im Fettstoff- 
wechsel séurefester Bakterien Gemische einander sehr ahnlicher verzweigter 
Fettsiuren auftreten, wodurch die Isolierung einheitlicher Substanzen sehr er- 
schwert wird. Sowohl fiir Phthionsaure® als auch fiir Tuberkulostearinsiure’ ist 
sichergestellt, daB sie von eng verwandten verzweigten Sauren begleitet werden. 

Der Erreger der Kronengallen (Crowngall, ,,Pflanzenkrebs‘‘), das Bacterium 
Pseudomonas (Phytomonas) tumefaciens, enthalt in seinen Lipoiden ebenfalls Fett- 
siuren mit verzweigter Kohlenstoffkette. Rein erhalten wurde eine Saéure Cy9H 4,02, 
genannt ,,Phytomonic acid“, deren Konstitution nicht genau feststeht; vermutlich 
handelt es sich um eine Dimethyl-stearinsaure*. 

Neuerdings sind verzweigte Fettsiuren auch in einem vom héheren Tier 
stammenden Material aufgefunden worden. Das Wollfett enthalt eine ganze 
Reihe methylverzweigter Sauren, verestert mit Sterolen oder Terpenalkoholen, 
und zwar befindet sich die Methylgruppe entweder am vorletzten Kohlenstoff- 
atom des carboxylfernen Endes (= ,,I[so-Saiuren‘‘) oder am drittletzten Kohlen- 
stoffatom (= ,,Anteiso-Saéuren‘‘)®. Dabei fallt auf, daB die Gesamt-Kohlenstoff- 
zahl der Iso-Sauren stets geradzahlig, die der Anteiso-Sauren stets ungeradzahlig 
ist. Méglicherweise wird das Kettenende der Anteiso-Siuren aus dem Kohlenstoff- 
geriist des Isoleucins, das der Iso-Séuren aus dem des Valins gebildet. 

Verzweigte Fettsiuren haben weiterhin eine wichtige Rolle gespielt im Laufe 
der Entwicklung synthetischer Speisefette!°-1*, Als Ausgangsmaterial dient Weich- 


* Das C-Atom der Carboxylgruppe wird im folgenden als Nr. 1 gezahlt. 

1 R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 85, 77 [1929]. 

2M. A. Spielman, J. biol. Chemistry 106, 87 [1934]. 

3 F. Prout, J. Cason u. A. Ingersoll, J. Amer. chem. Soc. 69, 1233 [1947]. 
4 N. Polgar u. R. Robinson, J. chem. Soc. [London] 1945, 389. 

5 §. hierzu: G. Weitzel, Angew. Chem. A 60, 263 [1948] (Ubersichtsreferat). 
6° L. G. Ginger u. R. J. Anderson, J. biol. Chemistry 156, 443 [1944]. 

7 N. Polgar, Biochem. J. 42, 206 [1948]. 

8 §. F. Velick, J. biol. Chemistry 152, 533; 156, 101 [1944]. 

® A.W. Weitkamp, J. Amer. chem. Soc. 67, 447 [1945]. 

10 K. Thomas u. G. Weitzel, Dtsch. Med. Wschr. 71, 18 [1946]. 

11H. Appel, H. Bohm, W. Keil u. G. Schiller, diese Z. 7. Mitt. 282, 220 


[1947]. 
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paraffin aus der Fischer-Tropsch-Synthese, ,,Riebeck“‘-Paraffin aus Braunkohlen- 
schwelteer oder das Tieftemperatur-Hydrierungsparaffin aus Braunkohle. Diese 
Paraffine enthalten wechselnde Mengen verzweigter Kohlnwasserstoffe, aus denen 
bei der Oxydation mit Luft verzweigte Fettsiuren hervorgehen. Wahrend in der 
Natur bisher nur methylverzweigte Sauren aufgefunden wurden, niemals athy]l-, 
propyl- oder butylverzweigte, lieBen sich iiber die Seitenketten der Paraffin-Fett- 
siuren zunachst keine sicheren Aussagen machen. Nachgewiesen sind bisher nur 
Methyl-Verzweigungen"™1%,15, Mit dem synthetischen Speisefett wurde zum 
ersten Male der Versuch unternommen, einen unserer drei Hauptnahrstoffe durch 
ein vollsynthetisches Produkt zu ersetzen; deshalb war eine umfassende physiolo- 
gische Kontrolle notwendig. Infolgedessen muBte sich die chemisch-technische 
Entwicklungsarbeit am Kunstfett nach dem Ausfall der Stoffwechselversuche bei 
Tier und Mensch richten. Es zeigte sich dabei, daB die nach Synthesefett in ver- 
schiedenem Ausmafe auftretende Ausscheidung saurer, atherléslicher 
Abbauprodukte im Harn? 1! im wesentlichen auf den Gehalt der Fette an 
verzweigten Fettsiuren zuriickgeht. Wahrend die unverzweigten ungeradzahligen 
Fettsiuren, die im Kunstfett zu etwa 50° enthalten sind, glatt vom Tierkérper 
verarbeitet werden, und sich iiberoxydierte Saéuren bei der technischen Reinigung 
gut entfernen lassen, werden manche der ins Kunstfett gelangenden verzweigten 
Sauren vom Stoffwechsel nicht restlos bewaltigt. Wenn man jedoch die verzweigten 
Ketten, am besten bereits bei den Paraffinen, abtrennt, so kommt man zu syn- 
thetischen Fetten, die bei der Verfiitterung keine nachweisbaren Abbauprodukte 
im Harn hinterlassen™»1%, 

Die bisher in Stoffwechselversuchen gepriiften verzweigtkettigen Carbon- 
séuren lassen sich in 4 Gruppen einteilen: 

1. Phenylsubstituierte Saurep, 

2. Aliphatische Dicarbonsauren, 

3. Gesattigte aliphatische Fettsiuren, 

4. Ungesattigte aliphatische Fettsiuren. 
1. Phenylsubstituierte verzweigte Carbonsauren 


Drei Verbindungen dieser Gruppe sind bekannt, welche leicht zu Benzoesaure 
bzw. Phenylessigsiure abgebaut werden: o«-Methyl-f-phenyl-propionsiure (I), 
\-Methyl-y-phenyl-buttersaure (II) und «-Methyl-zimtsaure (ITI)?*. 
C,H;-CH,-CH(CH,)-COOH C,H,-[CH,].-CH(CH;)-COOH C,H,-CH:C(CH,)-COOH 

I II Iil 


GréBer ist die Zahl der hierher gehérenden Verbindungen, die als schwer ver- 
brennbar bekannt sind: B-Methyl-zimtsaéure (IV) und ihre Dihydroverbindung, 
B-Styryl-crotonsaure (V) und ihre hydrierte Form, die B-Methyl-6-phenyl-valerian- 
siure, ferner die «-Athyl-zimtsaéure (VI) und die isomere «-Benzyl-crotonsaure?? 
sowie die Hydropa-, Tropa- und Atropasaure!*, 

C,H;-C(CH;):CH-COOH C,H,-CH:CH-C(CH,):CH-COOH C,H,-CH:C(C,H;)-COOH 
IV V VI 


Daraus geht hervor, daB die «-standige Methylgruppe, auch die am quartiaren 
ax-C-Atom der Zimtsiure, den Abbau hier nicht stért; es entstehen dieselben End- 
produkte wie bei den entsprechenden unsubstituierten Siuren. Dagegen wird durch 


12 K. Thomas u. G. Weitzel, Siidd. Apoth. Ztg. 87, 255 [1947]. 

13 G. Schiller, Z. Unters. Lebensmittel 88, 174 [1948]. 

14 K. Thomas u. G. Weitzel in Naturforschung u. Medizin in Deutschland 
(Fiat Rev.) 89 (Biochemie, Tl. I), S. 30, 48; Dieterichsche Verlagsbuchhandlung 
Wiesbaden 1947, 

15 B. Blaser (mit W. Stein u. H. Hartmann); Vortrag DGF Minster 1949, 
siehe Angew. Chem. 62, 38 [1950]. 

16H. D. Kay u. H. St. Raper, Biochem. J. 16, 465 [1922]; 18, 153 [1924]. 

7 R. Kuhn u. K. Livada, diese Z. 220, 235 [1933]. 


i? 
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die «-standige Athyl- oder die B-standige Methyl-Gruppe der Abbau zu 
Benzoesiure gehemmt. Die schwere Oxydierbarkeit der drei letztgenannten, 
a-substituierten Saéuren Rann man jedoch nicht der Blockierung des «-C-Atoms 
zuschreiben, da bereits die nicht substituierte Stammsubstanz, die Phenylessig- 
saure, schwer verbrennbar ist. 

Ein bemerkenswertes Ergebnis erbrachte die Verfiitterung einer Serie B-phenyl- 
substituierter Sauren der allgemeinen Formel?®: 
CH,-(CH,]x CH(C,H,)-CH,-COOH. 


Die Hemmung der f-Oxydation durch Phenyl fiihrte bei der Kettenlange C,, C,, 
C, und C, zur Ausscheidung von 70—40°% der unveranderten Saure, bei C,, Cj», 
C,, und C,, sank dieser Prozentsatz auf 5°4. Statt dessen erschienen bei diesen 
Kettenlangen 20% der verfiitterten Saure »-oxydiert als Dicarbonséuren im Harn. 
Bei der auf der Grenze stehenden Kettenlinge C, wurden 40°% als unveranderte 
Saure, 10% als Dicarbonsiure wiedergefunden. 






2. Aliphatische Dicarbonsauren 


*¢Dicarbonsauren mit kurzen Seitenketten werden im Tierkérper nur schwer 
angegriffen. Alkylmalonsaéuren mit Seitenketten bis zu 7 C-Atomen passieren den 
Organismus zu einem hohen Prozentsatz unveraindert'**°, waihrend die héheren 
Glieder von Octyl- bis Cetyl-malonsiure bedeutend besser verbrennen*®®. Die 
Bernsteinsiuregruppe verhalt sich ahnlich: Obwohl normale Bernsteinsiure sehr 
leicht abgebaut wird, trifft dies fiir Methyl-bernsteinsiure*, symmetrische** und 
asymmetrische** Dimethyl-bernsteinsiure sowie Athyl- bis Hexyl-bernsteinsaure?® 
durchaus nicht zu. -Auch hier andert sich das Verhalten mit linger werdender 
Seitenkette: Octyl- bis Cetyl-bernsteinsiure werden bedeutend besser abgebaut** 5. 
Der leicht verbrennbaren n-Glutarsiure** steht eine hohe Ausscheidungsquote 
bei «-Methyl-glutarséure!® gegeniiber. Noch héher sind die Ausscheidungen bei 
alkylierten Adipinséuren, wohl deshalb, weil schon die normale Adipinséure nur 
unvollkommen verbrannt wird. «-*7, B-* und «,f'-Adipinsiure®? erscheinen zu 
60—70°% unverandert im Harn. Die Verfiitterung einer Serie von f-Alkyl-adipin- 
siuren unter einheitlichen Versuchsbedingungen ergab hohe Ausscheidungsquoten 
der nicht angegriffenen Sauren von Methyl- bis Butyl-adipinsiure mit dem Maxi- 
mum bei der n-Propyl-Verbindung, die praktisch nicht angegriffen wird. Dagegen 
wurde f-n-Hexyl-adipinsiure bedeutend besser verarbeitet, und von f-n-Decyl- 
adipinséure war nichts wiederzufinden®’. 

Ein Vergleich der schwer verbrennbaren Methyl-bernsteinsiure (I) mit einigen 
methylierten ungesattigten C,-Dicarbonsiuren am Hund ergab fiir Methylen- 
bernsteinsiure (Itaconséure) keinen wesentlichen Toleranzunterschied gegentiber 
der gesattigten Verbindung; dagegen wurden Methyl-fumarsaiure (Mesaconsaure) 
und Methyl-maleinséure (Citraconséure) noch etwas schlechter als diese beiden 
umgesetzt*!, Bemerkenswert ist die Isolierung einer geringen Menge Methyl- 
fumarsiure als Abbauprodukt nach Fiitterung von Methyl-bernsteinsaure*. 


18 H. E. Carter, Biol. Symposia 5, 47—63 [1941]. 
19 R. Emmrich, P. Neumann u. I. Emmrich-Glaser, diese Z. 267, 228 
[1941]. 
20 K. Bernhard, diese Z. 269, 135 [1941]. 

21 R. Emmrich, diese Z. 261, 61 [1939]. 

G. Weitzel, diese Z. 282, 200 [1947]. 

H. Bodur, diese Z. 282, 206 [1947]. 

K. Thomas, G. Weitzel u. P. Neumann, diese Z. 282, 192 [1947]. 

K. Bernhard u. H. Lincke, Helv. chim. acta 29, 1457 [1946]. 

G. Weitzel, diese Z. 282, 185 [1947]. 

27 G. Weitzel diese Z. 285, 58 [1950]; sieche auch H. Queckenstedt, Med. 
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3. Gesattigte aliphatische Fettsiuren 


Betrachtet man zunachst nur methyl-verzweigte Sauren, so sprechen weder 
bei kurzen noch bei langen Ketten die Ergebnisse der Stoffwechselversuche fiir 
eine besonders ausgepragte Hemmung des oxydativen Abbaus. «-Methyl-butter- 
siure wird vom Hund glatt verarbeitet**, verschiedene Monomethy]-laurinséuren 
fiihrten, als Triglyceride verfiittert, nur zu einer geringen Erhéhung der sauren 
Anteile des Harns*®, und £-Methyl-stearinsiure verbrennt im Kérper des Kanin- 
chens, ohne nachweisbare Abbauprodukte zu hinterlassen*®. Unsere eigenen*!,** 
bisherigen Fiitterungsversuche an Hunden mit methylierten héheren Fettsiuren 
stimmen mit diesen Befunden iiberein: 2-Methyl-, 3-Methyl-, 4-Methyl-, 5-Methyl-, 
9-Methyl-, 10-Methyl- und 2.4-Dimethyl]-stearinsiure, ebenso 3-Methyl-nonadecan- 
sdure und die vierfach methylierte Phytansaure (3.7.11.15-Tetramethyl-palmitin- 
siure) wurden im Stoffwechsel entweder restlos eliminiert oder hinterlieBen nur 
sehr geringe Mengen von Abbauprodukten. Etwas mehr Schlackensaéure fanden 
wir im Harn bei diacidogener Kohlenstoffzahl der Hauptkette (C,—C,,): 2-Methyl- 
laurinsiure, 3.7.11-Trimethyl-laurinsiure und 2-Methyl-caprinsiure verbrannten 
nicht restlos, aber immerhin noch zu iiber 80%*1»**, Die chemische Aufklarung 
der Abbauprodukte nach Fiitterung methylverzweigter Fettsiuren gelang nach 
den Angaben der Literatur bis jetzt in 2 Fallen: Beim Hund fiihrte 4-Methy]l- 
dodecansaure zur Ausscheidung einer kleinen Menge 2-Methyl-sebazinsaure**, und 
nach oraler Gabe von 12,3 g 3-Methyl-nonansaure an ein Kaninchen konnte aus 
dem Harn 0,5 g 3-Methyl-azelainsiure gewonnen werden**, es war also w-Oxy- 
dation mit und ohne Verkiirzung der Kette aufgetreten. 


Versuche von Lang und Adickes* an iiberlebenden Gewebsschnitten, 
besonders Rattenleber, weisen darauf hin, daB auch carboxylferne Methylver- 
zweigungen den Abbau nicht stéren. Denn bei einigen w-Isopropyl-Fettsauren, 
namlich 3-Methyl-buttersdure, 4-Methyl-valeriansiure, 5-Methyl-capronsaure, 6- 
Methyl-heptansiure und 7-Methyl-octansaure, war Acetonbildung zu beobachten, 
was mit Entalkylierung erklart werden kénnte*. 


Dagegen tritt eine weitgehende Erschwerung des Abbaus im Stoffwechsel ein, 
wenn die Methylverzweigung gegen Athyl- cder n-Propyl- ausgetauscht wird. 
Bisher wurden in Fiitterungsversuchen an Hunden gepriift?®: 3-Athyl-heptansaure, 
4-Athyl-octansaure, 5-Athyl-nonansaure und 6-Athyl-decansaure, sowie 2-Propyl- 
pentansaure, 3-Propyl-hexansaiure, 4-Propyl-heptansdiure, 5-Propyl-octansaure, 
6-Propyl-nonansiure und 7-Propyl-decansaure. Diese Sauren wurden vom Hund 
entweder unverandert wieder ausgeschieden oder erschienen durch paarige f-oxy- 
dativen Abbau verkiirzt im Harn. In zwei Fallen wurde «-Oxydation nachgewiesen : 
4-Athyl-octansiure und 6-Athyl-decansdure lieferten das gleiche Abbauprodukt, 
die 4-Athyl-korksaure. 


*° R.Emmrich u. I. Emmrich- Glaser, Ber. verh. sachs. Akad. Wiss. 
math.-physische KI. 98, 3 [1941]. 

29 W. Keil, diese Z. 282, 137 [1947] 6. Mitt. 

30 R. Kuhn, F. u. L. Kohler, diese Z. 242, 171 [1936]. 

31 G. Weitzel, A. M. Fretzdorff, J. Wojahn, W. Savelsberg u. K. Tho- 
mas, Nature [London] 163, 406 [1949]. ; 

32 G. Weitzel, A. M. Fretzdorff u. J. Wojahn, Naturwiss. 47, 68 [1950]. 

33M. Asano u. T. Yamakawa, J. Pharm. Soc. Japan 69, 138 [1949]; J. 
Biochemistry 37, 329 [1950]; Chem. Abstr. 44, 2626 [1950]. 

34 K. Lang u. F. Adickes, diese Z. 268, 227 [1940]. 
_ _ * Die Entstehung des Acetons aus dem Isopropylrest dieser Fettséuren ist 
jedoch nicht ausgeschlossen. Denn neuerdings fanden J. Zabin u. K. Bloch (J. 
biol. Chemistry 185, 117 [1950], daB mit C® und C™ markierte Isovaleriansaure 
durch Rattenleber-Schnitte am f-C-Atom oxydiert und die Isopropyl-Gruppe in 
Ketonkérper umgewandelt wurde. 
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4. Ungesattigte aliphatische Fettsauren 

Wahrend bei den fettaromatischen verzweigten Sauren (s. 0.) ein deutlicher 
EinfluB der in der Nahe der Seitenkette liegenden Doppelbindung auf die Abbau- 
verhaltnisse nicht erkennbar ist — wesentlich scheint nur das Kohlenstoffskelett 
zu sein —, geht aus den mit ungesattigten aliphatischen Siuren unternommenen 
Stoffwechselversuchen hervor, daB solche Doppelbindungen fiir den oxydativen 
Abbau nicht gleichgiiltig sind, sondern mehr oder weniger erschwerend wirken. 
Im vorigen Abschnitt wurde gezeigt, daB in gesittigten Monocarbonsauren eine 
a- oder f-standige Methylgruppe den oxydativen Abbau kaum oder nicht merk- 
lich stort; dagegen verstarkt sich die Hemmung wesentlich, wenn das alkylierte 
Kohlenstoffatom zugleich eine Doppelbindung trigt. So wird z. B. «-Methyl- 
crotonsdure (Tiglinsiure) schlechter verbrannt als «-Methyl-buttersiure**. Das 
gleiche gilt fiir die Einfiihrung des 8-Methyl-acrylsiure-restes (—C(CH,) :CH-COOH): 
Bei B-n-Hexyl- und f-n-Nonyl-$-methyl-acrylsiure-ester ist der B-oxydative Ab- 
bau stark behindert, so daB w-Oxydation auftritt?*. Zu dieser Gruppe gehért auch 
die Geraniumsaure, deren Verfiitterung an Kaninchen zur Ausscheidung derselben 
beiden Dicarbonsauren fiihrt wie die Verfiitterung von Citral oder Geraniol: im 
Harn erscheinen in hoher Ausbeute die sog. Hildebrandt-Saure und ihre Dihydro- 
verbindung**, 17,30, Damit lassen die bisher bekannten Belastungsversuche er- 
kennen, daB aliphatische Sauren dann besonders schwer verbrennbar werden, 
wenn quartére Kohlenstoffatome auftreten. Diese kénnen zweifach substituiert 
sein, wie z. B. in der Panthotenséure oder asymm. Dimethyl-bernsteinsaure, oder 
bei einfacher Substitution zugleich eine Doppelbindung tragen wie die eben ge- 
nannten, aus Isoprenresten aufgebauten Verbindungen. Offenbar wird der fB-oxy- 
dative Abbau damn besonders gehemmt, wenn das f§-Kohlenstoffatom keinen 
Wasserstoff mehr besitzt. 

Aus den bisherigen experimentellen Befunden, die sosben in gedrangter Form 
zusammengefaBt wurden, la8t sich nicht ohne weiteres die seit mehreren Jahr- 
zehnten umstrittene Frage beantworten, in welchem MaB8e der tierische 
Stoffwechsel verzweigte Fettsiuren umsetzen kann. Urspriinglich war 
man auf Grund von Belastungsversuchen an Diabetikern®* und Leberdurch- 
strémungsversuchen mit Isobutter-, Isocapron- und Isovaleriansiure*’, mit o- 
Methyl-butterséure**, besonders auch mit Leucin und Isovalerianséure®® zu der 
Ansicht gekommen, daB ganz allgemein durch Entalkylierung die Verzweigung 
am Kohlenstoff entfernt und das Restmolekiil im Stoffwechsel wie die entsprechende 
normale Kohlenstoffkette behandelt wiirde. Man benutzte die Bildung von Acet- 
essigsiure bzw. Aceton aus einer Isosaure als Beweis fiir die vollzogene Absprengung 
des Alkyls. Immer, wenn in der betreffenden Siure eine gerade Zahl von C-Atomen 
in der Hauptkette enthalten war, fiihrte der Abbau zu erhéhter Acetessigsaiure- 
bildung, bei ungerader Kohlenstoffzahl der Hauptkette der Isosiure erhéhte sich 
die Acetessigsiure nicht. Die Isosaure verhielt sich so, als ob keine Verzweigung 
vorhanden ware, so da8 die damaligen Befunde zwingend zur Annahme der Ent- 
alkylierung fiihrten. 

Allerdings ist es fraglich, ob eine groBe Belastung des diabetischen Organismus 
oder der isolierten Leber mit derartigen Isosiuren nicht auch aus anderen Griinden 
zu vermehrter — iibrigens meist der Menge der gegebenen Isosaure nicht ent- 
sprechender — Acetessigsiurebildung fiihren kann. Méglicherweise entsteht die 
Acetessigsiure ,,auf eine formelmaBig nicht naheliegende Art‘!7. 1933 wurde 
durch Kuhn und Livada?’ die Anschauung von der leichten Abspaltung der 


35 H. Hildebrandt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
45, 110 u. 46, 261 [1901]. 

36 T. Baer u. L. Blum, ebenda 55, 89; 56, 92 [1906]; 59, 321 [1908]. 

37 G. Embden, H. Salomon u. Fr. Schmidt, Beitr. chem. Physiol. Pathol. 8, 
129 [1906]. 
88 I. Wirth, Biochem. Z. 27, 20 [1910]. 
39 G. Embden u. H. Engel, Beitr. chem. Physiol. Pathol. 11, 323 [1908]. 
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Alkyle verzweigter Sauren ins Wanken gebracht, denn verzweigte fettaromatische 
und aliphatische ungesattigte Sauren (s. 0.) wurden vom Tierkérper nur schwer 
angegriffen und riefen betrichtliche Harnausscheidungen hervor. Seitdem sind 
bis in die jiingste Vergangenheit hinsichtlich der Verbrennbarkeit verzweigter 
Fettsiuren im Tierkérper durchaus gegensatzliche Auffassungen geauBert worden. 
Z. B. nahmen Lang und Adickes 1940* die Entalkylierung auf Grund der oben 
zitierten Versuche mit tiberlebenden Gewebeschnitten als gegeben an, wahrend 
der Ludwigshafener Arbeitskreis 194711 alkylierte Fettsiuren als schwer verbrenn- 
bar, fiir den Stoffwechsel nicht gleichgiiltig und unter Umstanden sogar als 
toxisch bezeichnete. 

In den Nahrungsfetten héherer Tiere und des Menschen treten ganz 
iiberwiegend die Kettenlangen C,, und C,, auf, C,, ist seltener, C,, und 
einige niedere Fettsiuren kommen zu einem sehr geringen Prozentsatz 
im Milchfett vor, gegebenenfalls in gréBerer Menge im Kokosfett und 
Palmkernél. Von diesem Gesichtspunkt aus sind fast alle bisher mit 
verzweigten Siuren ausgefiihrten Fiitterungsversuche hinsichtlich der 
Rolle der Verzweigung im Stoffwechsel mit Vorsicht zu beurteilen und 
nicht ohne weiteres zu verallgemeinern, da meist schon die jeweils zu 
Grunde liegende unverzweigte Saure normalerweise nicht nahrungs- 
iiblich ist. Denn weder fettaromatische Saéuren noch Dicarbonséuren 
kommen in unseren Speisefetten vor, die diacidogenen Kettenlangen 
C, und C,, héchstens in ganz geringer Menge. 

Fiitterungsversuche, in denen verzweigte Fettsiuren mit einer 
stoffwechselvertrauten lingeren Hauptkette verabreicht wurden, 
fehlten bisher fast ganz. Abgesehen von unseren eigenen, oben erwahnten 
Untersuchungen an methylierten Stearinséiuren und ahnlichen Ver- 
bindungen sind es nur die Ludwigshafener Untersuchungen an ein- 
fach methylierten Laurinséuren’?° und Kuhns*° Verfiitterung der 
{-Methyl-stearinsiure an ein Kaninchen. Gerade in diesen Fallen aber 
wurden nur sehr geringe oder keine Ausscheidungen im Harn beobachtet. 
Andererseits konnten wir mehrfach zeigen, wie sehr das Verhalten einer 
verzweigten Fettsiure im Stoffwechsel von der Linge der Hauptkette 
abhingt. Z.B. wurde unter ganz einheitlichen Versuchsbedingungn 
Tetramethyl-palmitinsiure viel bessser als Trimethyl-laurinsiure und 
«-Methyl-stearinsaure viel besser als «-Methyl-decansiure verarbeitet*!’**. 
Daher schien es wiinschenswert, weitere langkettige Fettsiuren mit 
14—18 Kohlenstoffatomen in der Hauptkette und mit Seitenketten ver- 
schiedener GréBe in Fiitterungsversuchen systematisch zu priifen. 

Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit Stoffwechselversuchen 
an Hunden, denen die folgenden «-alkyl-verzweigten Fettsiuren als 
Glyceride oder Athylester gefiittert wurden: 

a-Methyl-myristinsiure a«-Methyl-stearinsaure 
a«-Athyl-myristinsaéure «-Athyl-stearinsaiure 
a-n-Propyl-myristinsaure a-n-Propyl-stearinsaure 
a-n-Butyl-myristinsaure a«-n-Butyl-stearinsaure. 


Zum Vergleich mit diesen wurden auBerdem gepriift: n-Laurinsaure, 
n-Myristinsaure, n-Stearinsaure und einige Fette natiirlicher Her- 


kunft. 
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Alkylierung an anderen, weiter vom Carboxy! entfernten Stellen soll spaterhin 
untersucht werden. Nur die systematische Untersuchung homologer Verbindungen 
unter Anderung einer einzigen Variablen erlaubt sichere SchluBfolgerungen. Zu- 
nachst wurde nur die «-Alkylierung gewahlt, weil hier der EinfluB des Alkyls in 
anderer, chemischer und physikalischer Hinsicht schon am besten untersucht ist. 


Ziel der Arbeit war es, bei nahrungsiiblichen langkettigen ge- 
sittigten Fettsiuren den Einflu8 «-stindiger Verzweigungen auf das 
Verhalten im Stoffwechsel des Ganztieres zu untersuchen. Um mdglichst 
sichere Ergebnisse zu erhalten, wurden folgende Punkte besonders 


beachtet : 
1. Verwendung eines gleichméBig zusammengesetzten, fettfreien 


und eiweiBarmen Grundfutters in allen Versuchen und Bestimmung 
des Leerwertes, d.h. der unter dieser Diait im Harn ausgeschiedenen 
atherléslichen Saéuren, bei den benutzten Versuchshunden. 

2. Priifung zusammengehdoriger, homologer Séuren jeweils am 
gleichen Tier bei gleicher Belastung und gleicher Versuchsdauer. 

3. Tagliche analytische Harnuntersuchung auf ausgeschiedene 
Abbauprodukte, dadurch Hinweise fiir die praparative Aufarbeitung 


des Harns. 
4. Sammeln und Aufarbeiten des Kotes zwecks Bestimmung des 


nicht resorbierten Anteils der verfiitterten Saure. 


Methodik 


Substanzen 

Die verfiitterten Sauren wurden durch Malonestersynthese dargestellt: Um- 
setzung des betreffenden Natrium-alkyl-malonesters mit Laurylbromid bzw. 
Cetyljodid, Verseifen des erhaltenen Dialkyl-malonesters und Decarboxylierung. 
Einzelheiten der Darstellung siehe im Versuchsteil. 


Verfitterung 

Die Fiitterungsversuche erstreckten sich je nach Substanz und Dosis iiber 
4 Tage oder iiber 8—10 Tage. n-Myristinsiure und n-Stearinsiure wurden als 
Athylester (Schmp. 11° bzw. 33°) verfiittert, da die Schmelzpunkte der Mono-, 
Di- und Triglyceride im Hinblick auf die Resorbierbarkeit zu hoch iiber Kérper- 
temperatur liegen. Alle alkylierten Myristinsauren lieBen sich dagegen als 
Triglyceride zufiihren, da diese bei Zimmertemperatur fliissig sind; die Alky]- 
stearinsduren wurden teils als Athylester, teils als Glyceride gefiittert. Die an 
sich unnatiirlichen Athylester werden bei niedrig schmelzenden Sauren oder Saure- 
gemischen ebenso gut wie die Glyceride im Darm ausgenutzt, wie die vergleichenden 
Versuche von Cox*® an Ratten mit den Fettsiuren des Kokoséls und Saure- 
gemischen mit 2—18 Kohlenstoffatomen zeigten. Bei héher schmelzenden Saéuren 
kann der Athylester dem Glycerid iiberlegen sein: z. B. ist die Resorption bei 
Fiitterung des Stearinséureithylesters (Schmp. 30—31°) an Ratten weit besser, 
als bei Zufuhr des Stearinséure-triglycerids (Schmp. 71—72°) 41. 

Bei Fiitterung natiirlicher Fette konnten wir ohne Schwierigkeiten am 
ersten Tage eines viertagigen Versuches 60 g zufiihren, eben solche oder gréBere 
Mengen nahmen die Hunde von den normalen und von «-methylverzweigten Sauren 
auf, nicht aber von athyl-, n-propyl- und n-butyl-verzweigten. Obwohl die Glyceride 
bzw. Athylester der letzteren ebenso gereinigt waren wie die der normalen und 


40 W. Cox jr., J. biol. Chemistry 103, 777 [1933]. 
4. H. Evans u. 8. Lepkovsky, J. biol. Chemistry 96, 179 [1932]. 
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methylverzweigten, wurden sie schlecht gefressen. Erbrechen trat nicht auf, iiber- 
schritt man aber etwa 30 g/Tag, so war mit Durchfallen zu rechnen. Ahnliche Beob- 
achtungen machte auch der Ludwigshafener Arbeitskreis" bei der Verfiitterung 
von Glyceriden synthetischer verzweigter Fettsiuren mit kiirzerer Hauptkette. 
Daher verfiitterten wir die athyl-, propyl- und butyl-verzweigten Sauren in 8—10- 
tagigen Versuchen mit geringerer Belastung pro Tag, wobei Stérungen von seiten 
des Magen-Darmkanals nicht eintraten. Nach Aufnahme der vorgesehenen Gesamt- 
dosis (meist 0,2—0,25 Mol Saure) blieben die Tiere noch so lange im Stoffwechsel- 
kafig, bis die tagliche Harnanalyse anzeigte, daB eine erhéhte Ausscheidung ab- 
geklungen und der Normalwert wieder erreicht war (meist 3 Nachtage). 


Aufarbeitung des Kotes 

Einwandfreie quantitative Befunde iiber die Verbrennbarkeit der verfiitterten 
Substanzen im intermediaren Stoffwechsel waren nur dann zu erwarten, wenn die 
nicht resorbierten Anteile der zugefiihrten Sauren méglichst genau erfaBt wurden. 
Die Faces wurden daher wahrend der ganzen Versuchszeit gesammelt. Da die Tiere 
mindestens noch drei Tage nach der letzten Siurezufuhr im Kafig blieben und ein- 
bis zweimal taglich defakierten, war die Erfassung der nicht in den intermediaren 
Stoffwechsel gelangten Sauremengen gesichert. Einige Versuche, bei denen zur 
Kontrolle mit Knochen- bzw. Knochenmehl-Fiitterung abgegrenzt wurde, be- 
statigten dies. Die Aufarbeitung des Kotes beschrankte sich nicht nur auf die 
Extraktion des Neutralfettes; vielmehr war damit zu rechnen, daB die verfiitterten 
Glyceride bzw. Athylester zwar im Darm gespalten, dann aber nicht vollstandig 
resorbiert wurden, so daB im Kot fettsaure Salze, besonders Kalk- und Magnesium- 
seifen, der betreffenden verzweigten Fettsiuren vorlagen. Deshalb wurde der 
getroeknete und pulverisierte Kot mit einem groBen NaHSO,-UberschuB versetzt 
und in 80-proz. Aceton’gekocht, dadurch die Fettsiuren aus ihren Seifen freigesetzt, 
der getrocknete ,,saure Sulfat-Kot‘‘ mit Ather extrahiert, im Extrakt alle noch 
vorhandenen Esterbindungen verseift, das Unverseifbare mit Petrolither entfernt 
und aus der angesduerten Lésung die Fettsiuren mit Petrolither ausgezogen. In 
einem Kontrollversuch mit reinem Calciumstearat erhielt man so 91,5%, reine 
Stearinsiure zuriick. Kontrollversuche am Hund mit unserem fettfreien Grund- 
futter (Kartoffelbrei und Brot) lieferten als Kotriickstand von 4 Tagen in der 
Fraktion der freien Fettsiuren etwa 4—6g nicht kristallisierende, tiefbraune 
Schmieren. Die Fiitterungsversuche mit verzweigten Sauren erbrachten in manchen 
Fallen feste, braune Kotriickstinde am Ende der Aufarbeitung, welche durch 
Kristallisieren aus Aceton ohne itibermaBige Verluste von den Schmieren zu trennen 
und geniigend rein zu erhalten waren. Gelang die Isoliernng der reinen verfiitterten 
Sauren auf diesem Wege nicht, so wurde iiber den Athylester gereinigt. 


Aufarbeitung des Harns 

Die Isolierung reiner Abbauprodukte aus Harn wird dadurch erschwert, daB 
schon normalerweise eine Vielzahl von Substanzen im Harn auftritt und uniiber- 
sichtliche Verhaltnisse schafft. Eine nur auf analytischer oder nur auf praparativer 
Basis beruhende Aufarbeitung geniigt daher oftmals nicht; deshalb stiitzt sich 
die vorliegende Arbeit auf beide Methoden: Analytische Bestimmung der 
atherléslichen Saéuren in der Tagesharnmenge, praparative Aufarbeitung 
des gesamten Harns nach Abschlu8 des Fiitterungsversuches. 

Harnanalysen: Durch die laufenden analytischen Bestimmungen der aus- 
geschiedenen atherléslichen Sauren, wozu je 50 ccm Harn bendtigt wurden, 
erhielt man ein genaues Bild von der Héhe der Ausscheidungen und Hinweise fiir 
die spitere praparative Aufarbeitung des Harns. Wir benutzten mit geringfiigigen 
Abanderungen eine von Emmrich und Héhne* angegebene Methode zur ,,Be- 
stimmung atherléslicher Séuren im Harn‘, welche an schwer zuginglicher Stelle 


_ .* R.Emmrich u. E. Héhne, Ber. Verh. saichs. Akad. Wiss., math.-phy- 
sische K]. 92, 3 [1940]. 





262 Ginther Weitzel, Bd. 287 (1951) 


verdffentlicht ist. Wir geben deshalb den genauen Arbeitsgang, so wie er in der 
vorliegenden Arbeit verwandt wurde, im Versuchsteil (s. u.). Man trennt dabei 
die atherléslichen Sauren des Harns in wasserdampffliichtige und nicht fliichtige, 
die letzteren wieder in petrolatherlésliche und nicht petrolatherlésliche. Die sauren 
Gruppen werden titriert, in Milliaquivalent (MA) Saure angegeben und auf die 
Tagesharnmenge umgerechnet. 

Durch Modellversuche iiberzeugten wir uns von der Leistungsfahigkeit der Me- 
thode, siehe Tab. 7 (S. 286) im Versuchsteil. Sauren mit guter Ather- und schlechter 
Wasserlislichkeit werden zu iiber 90°, erfaBt; z. B. Benzoesiure, Capron-, Capryl-, 
Caprin-, Laurin-, Myristin- und Palmitinséure, normale Dicarbonsaéuren wie Kork-, 
Azelain- und Sebazinsiure, ebenso verzweigte Monocarbonsauren, z. B. 3.7.11- 
Trimethyl-laurinsaéure, 2-Methyl-myristinsiure und Phytansaiure, auch ver- 
zweigte Dicarbonsiuren wie Propylbernsteinsiure und f-n-Butyl-adipinsaure. 
Sauren mit einem fiir Ather weniger giinstigen Verteilungskoeffizienten Ather/ 
Wasser findet man in entsprechend geringeren Anteilen wieder: die beiden C,- 
Dicarbonséuren Pimelinsiure und f-Methyl-adipinsiure zu 73,69 bzw. 79,2%, 
normale Adipinséure zu 47,8°%, n-Bernsteinséure nur zu 6,8°%. Fihrt man die 
Modellversuche nicht in waGriger Lésung, sondern unter Verwendung von Harn 
aus, so erhalt man nach Abzug des Harn-Leerwertes dieselben Ergebnisse. Die Me- 
thode zeigt auBerdem an, in welcher Saurefraktion etwaige Abbauprodukte zu 
suchen sind. So ersieht man z. B. aus Tab. 7 (S. 286), daB bei den Monocarbon- 
siuren Cgs—C,, mit wachsender Kettenlinge der im Wasserdampfdestillat ent- 
haltene Prozentsatz laufend sinkt, waihrend er in der petrolatherléslichen Fraktion 
ansteigt. Ebenso zeigt sich, daB Dicarbonséuren niemals in der wasserdampf- 
fliichtigen oder petrolatherléslichen Fraktion erscheinen. Dementsprechend fanden 
wir im Modellversuch mit einem Gemisch Caprylsaiure/Sebazinsaure die erstere in 
der Fraktion der wasserdampffliichtigen Sauren, die letztere in der Fraktion der 
nicht-fliichtigen und nicht-petrolatherléslichen Sauren wieder. 

Praparative Aufarbeitung des Harns: Zur Isolierung der Abbauprodukte 
ging die Aufarbeitung des Harns zunachst den iiblichen Weg: Einengen auf dem 
Wasserbade bei schwach alkalischer Reaktion, ansiuern und erschépfende Ather- 
extraktion. Wahrend man bei menschlichem Harn dann zur Entfernung der stéren- 
den Hippurséuremengen mit Vorteil eine alkalische Hydrolyse, Wasserdampf- 
destillation und nochmalige Atherextraktion anschlieBt, eriibrigt sich dies beim 
Hundeharn wegen des fast vélligen Fehlens der Hippursiure bzw. atherléslicher, 
wasserdampffliichtiger Sauren. EiweiBarme Kost, wie wir sie verwandten, tragt 
hierzu noch besonders bei. 

_ Nach Fitterung der obengenannten verzweigten Saiuren waren die rohen 
Atherextrakte niemals zum Kristallisieren zu bringen, obwohl die Harnanalysen 
zum Teil stark erhéhte Ausscheidungen anzeigten. Die weitere Aufarbeitung mit 
dem Ziel, die Abbauprodukte rein und kristallisiert in die Hand zu bekommen, 
erwies sich als sehr problematisch. Keil?® stand vor der gleichen Frage nach Fiitte- 
rung methyl-, athyl- und propyl-verzweigter Fettsiuren mit kiirzerer Hauptkette. 
Er veresterte den rohen Atherextrakt mit Athanol/Chlorwasserstoff und destillierte 
das Estergemisch. Dabei wirken die schon im Normalharn enthaltenen atherlés- 
lichen Saéuren, besonders die beigemengten braunen Schmieren, auBerordentlich 
stérend. Keil?® spricht mehrfach davon, ,,daB der Organismus nach Belastung 
mit verzweigten Fettsiuren noch groBe Mengen nicht kristalliner saurer Harn- 
bestandteile ausscheidet, die weder verzweigte Fettsiuren noch verzweigte Di- 
carbonsauren sind, und deren Konstitution bisher nicht aufgeklart werden konnte“. 
Wir haben solche atherléslichen Sauren im Harn ebenfalls regelmaBig beobachtet, 
aber auch im gewoéhnlichen Harn ohne Fiitterung bestimmter Fettsiuren. Sie 
bedingen zum groBen Teil den Leerwert bei unseren fettfreien und eiweiBarmen 
Grundfutter. Sie sind atherléslich, aber nicht wasserdampffliichtig und nicht 
petrolatherléslich, und geben eine kraftige Millon-Reaktion. Es diirfte sich iiber- 
wiegend um aromatische Oxysauren handeln, weshalb wir auf dieser An- 
nahme fuBend (im Gegensatz zu dem friiheren umstindlichen Verfahren der Um- 
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wandlung in Phenolatester) zu ihrer Abtrennung einen neuen Kunstgriff benutzen, 
der sich sehr bewahrt hat: Der durch azeotrope Destillation mit Athanol/Toluol 
veresterte Harnextrakt wird mit niedrig siedendem Petrolither ausgezogen, 
welcher nur die neutralen, nicht die Oxyester aufnimmt, praktisch farblos bleibt 
und kaum noch die Millon-Reaktion gibt. Bei fettfreiem Grundfutter ist diese 
petrolatherlésliche Esterfraktion sehr gering, nach Fiitterung der obengenannten 
athyl-, propyl- und butyl-verzweigten Sauren steigt sie erheblich an und ent- 
spricht ungefahr der Menge der auf Grund der Harnanalyse zu erwartenden Ab- 
bauprodukte. Das petrolitherlésliche Estergemisch wird iiber eine kleine Kolonne 
fraktioniert, die einzelnen Esterfraktionen verseift und die Sauren freigesetzt. 
Auch dann noch sind die freien Sauren nur sehr schwer zum Kristallisieren zu 
bringen. 


Ergebnisse und Diskussion 


Resorption der verfiitterten Substanzen 
Tab. 1. Mit dem Kot ausgeschiedene Anteile der verfiitterten Sauren. 
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Wie Tab. 1 zeigt, wurden in der gréBeren Zahl der Versuche mehr 
als 85°, der verfiitterten Siure resorbiert, in einigen Fallen aber wurde 
dieser Prozentsatz bei weitem nicht erreicht. Mehr als 15°% der zuge- 
fiihrten Saéure wurden mit den Faces ausgeschieden: 

1. Bei zwei Versuchen mit butyl-substituierten Saiuren: «-Butyl- 
myristinsdure-triglycerid (Hund O) und «-Butyl-stearinsiure-athylester 
(ebenfalls Hund O) erschienen zu 29,9% bzw. 27,4% im Kot. 

2. Bei drei Versuchen mit «-Methyl-stearinsiure an drei verschie- 
denen Hunden, wobei 25,9%, 28,7% und 19,2% der verfiitterten Saure 
im Kot enthalten waren. 

3. Bei einem Versuch mit «-Athyl-stearinsiure (Hund F), bei 
welchem 31,2 g auf einmal zugefiihrt wurden. Hier war der Athylester 
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der Saéure mit Backpulver in einen Kuchen verbacken worden. Die 
Aufarbeitung eines nicht verfiitterten Teiles des Kuchens zeigte, daB 
durch den BackprozeB der Ester zum Teil gespalten worden war. 

Allgemein geht aus Tab.1 hervor, daf unter Umstanden hohe 
Anteile verzweigter Saéuren der Resorption entgehen kénnen, gleich- 
giiltig ob sie als Glyceride, Athylester oder freie Sauren verfiittert 
wurden, und auch bei niedrigen, unter Kérpertemperatur liegenden 
Schmelzpunkten. Eine ins Auge fallende GesetzmaBigkeit hinsichtlich 
des Ausnutzungsgrades im Darm ist nicht erkennbar, nur zwischen 
normalen und verzweigten Saéuren zeigen sich deutliche Unterschiede. 
Nach der klassischen Theorie geht die Spaltung der Esterbindung im 
Darm der Resorption voraus, so daB fiir eine gewisse Zeit die freie Fett- 
siure bzw. ihr Natriumsalz vorliegt. Nach neueren, aber nicht allgemein 
anerkannten Untersuchungen, besonders von Frazer und Mitarbeitern® 
soll zum Teil auch ungespaltenes Neutralfett resorbiert werden kénnen. 
Die Spaltung der Triglyceride durch die Darmlipasen sei danach nicht 
vollstandig, sondern komme zum Stillstand, bevor etwa 30°% der im 
Fett enthaltenen Sauren freigesetzt seien. Dadurch werde ein Gemisch 
von freien Fettsiuren, Mono-, Di- und Triglyceriden resorbiert. Nach 
wie vor gelten jedoch die alten Befunde Arnschinks* (1890), wonach 
die Darmwandpassage erschwert wird, wenn der Schmelzpunkt des 
Fettes bzw. der darin enthaltenen Fettsiuren erheblich iiber Kérper- 
temperatur liegt. Dementsprechend lieB sich die auswahlende Funktion 
des Darmes deutlich bei einer Priifung der Resorptionsverhaltnisse eines 
Hartfettes zeigen*®. Nach weitgehender Spaltung durch die Darmlipasen 
wurden die Sauren kiirzerer Kettenlinge, d.h. niedrigeren Schmelz- 
punktes, bevorzugt resorbiert gegeniiber den héherschmelzenden mit 
langerer Kohlenstoffkette. Die letzteren traten stattdessen angereichert 
im Kot auf. 

Verfiittert man eine zwischen 45 und 70° schmelzende unver- 
zweigte Saure in Form ihres Athylesters, so ist in diesem Falle die 
Resorption gut, weil offenbar die im Darm nach und nach freiwerdende 
Saéure von dem weit niedriger schmelzenden, noch nicht gespaltenen 
Ester in Lésung gehalten wird. Es liegen dann fliissige Mischfilme aus 
Ester und freier Séure vor. Dementsprechend wurden in unseren Ver- 
suchen (Tab. 1) die Athylester der n-Myristin- und n-Stearinsiure gut 
ausgenutzt, obwohl die erstere bei 54°, die letztere bei 69° schmilzt. 
Im Vergleich dazu wurden fast alle verzweigten Sauren trotz niedri- 
gerer Schmelzpunkte weniger gut, z. T. bedeutend schlechter resorbiert. 
Die «-standigen Seitenketten hemmen vermutlich die mit der Resorp- 
tion verbundenen fermentativen Vorginge im Darm, eine Erscheinung, 


48 A.C. Frazer, J. Physiology 102, 306, 329 [1943]; Physiol. Rev. 26, 103 
[1946]; s. a. H. S. Raper, Brit. Med. J. 1949, 719. 

“ A. Arnschink, Z. Biol. 26, 434 [1890]. 

* F.Rennkamp, Ber. vers. sachs. Akad. Wiss. math.-physische KI. 91, 
61 [1939]. 
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die wohl auf ,,sterischer Hinderung*‘ beruht. Denn gerade aus Unter- 
suchungen zur Geschwindigkeit der Esterspaltung ist bekannt, daB 
carboxylnahe Alkylverzweigungen stark reaktionshemmend wirken*® 4’. 

Die Versuche der Tab. 1 zeigen, daB «-Methyl-stearinsiure unter 
den verzweigten Saéuren eine der am schlechtesten resorbierbaren ist. 
Dies diirfte sich daraus erkliren, daB auBer der Methylverzweigung hier 
ein relativ hoher Schmelzpunkt (54,5—55°) vorliegt. Alle anderen, hier 
untersuchten alkylierten Fettsiuren schmelzen tiefer. Betrachtet man 
den Resorptionsgrad vom Gesichtspunkt der ,,sterischen Hinderung“ 
aus, so miiBte die Hemmung mit wachsender Seitenkette von Methyl- 
bis Butyl — deutlicher werden. Obwohl in 2 Fallen (Hund QO) butyl- 
substituierte Séuren schlecht ausgenutzt wurden, la8t sich eine solche 
allgemeine Hemmungslinie nicht erkennen, denn in anderen Versuchen 
wurden propyl- und butyl-verzweigte Séiuren gut resorbiert. Offenbar 
machen sich hier Einfliisse geltend, die durch die Versuchsanordnung 
nur schwer zu regulieren sind. Denn die Ausnutzung im Darm hiangt 
in hohem Mae von der pro Zeiteinheit angebotenen Menge ab; bei 
hoher Belastung sinkt der Resorptionsgrad. In unseren Versuchen wurde 
die Fettsiure als Athylester oder Glycerid in einer reichlichen Menge 
Kartoffelbrei verriihrt, das Angebot der Séure im Darm war dadurch 
von der Entleerungszeit des Magens und von der Konzentration der 
Substanz im Kartoffelbrei abhangig. Beide Faktoren kénnen wahrend 
eines Fiitterungsversuches von Tag zu Tag betrachtlich schwanken. 

Daher kann man, wie auch das Gesamtbild Tab. 1 zeigt, eine verzweigte 
Fettséure nicht mit dem Anspruch auf Allgemeingiiltigkeit a priori als ,,schlecht“‘ 
oder ,,gut‘‘ resorbierbar bezeichnen, sondern man muB in jedem einzelnen Versuch 
den nicht resorbierten Prozentsatz der verfiitterten Menge kennen. Aus der Lite- 
ratur geht hervor, da8 in Fiitterungsversuchen mit verzweigten Sauren bisher nie 
kontrolliert wurde, wieviel der zugefiihrten Saure sich per anum dem Ubergang 
in den intermediaren Stoffwechsel entzog. Méglicherweise kénnte deshalb manche 
Saure schwerer verbrennbar sein, als man bisher annahm, wenn namlich durch 
mangelhafte Resorption ein erheblicher Teil der Saure nicht in den Zellstoffwechsel 


gelangte. In solchen Fallen wird daher im folgenden zur Beurteilung der Verbrenn- 
barkeit nicht die verfiitterte, sondern die resorbierte Menge herangezogen. 


Harnalytische Befunde 


Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Kombination von 
analytischer Bestimmung und praparativer Aufarbeitung der ather- 
léslichen Saéuren des Harns bewahrte sich in verschiedener Hinsicht, 
da sich beide Verfahren erginzen und eine gegenseitige Kontrolle der 
Ergebnisse gestatten. Die analytische Bestimmung, die im wesentlichen 
der Arbeitsweise von Emmrich und Héhne*® folgte, wird von uns 
seit Jahren auch zur physiologischen Beurteilung synthetischer Speise- 
fette benutzt. Die Zuverlissigkeit der Methode steht auBer Frage, nur 


46 W. Sandermann, Pharmazie 3, 211 [1948]. 
47 Siehe auch W. Hiickel, Theoret. Grundlagen II, 433ff., 3. Aufl., Leipzig 
1941. 
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mu8 man die Grenzen ihrer Leistungsfihigkeit kennen. Diese werden 
durch zwei Faktoren bestimmt: 

1. Durch den Verteilungskoeffizienten Ather/Wasser der zu be- 
stimmenden Saure. Hierzu gibt Tab. 7 (Versuchsteil, 8. 286) eine Reihe 
von Modellversuchen, die bereits oben auf 8S. 262 besprochen wurden. 

2. Durch den ,,Leerwert“ atherléslicher Saiuren, den jeder Harn 
aufweist und der bei einer etwaigen erhédhten Ausscheidung beriick- 
sichtigt werden muB. 

Wir bemiihten uns bei unseren Hunden, den Leerwert méglichst 
genau festzulegen und fanden unter einheitlichen Versuchsbedingungen 
bei fettfreiem und eiweiBarmem Futter, daB fast alle atherléslichen 
Sauren des Harns in der Gruppe der nicht-wasserdampfflichtigen 
und nicht-petrolatherléslichen zu finden sind. Diese sogen. ,,AR“- 
Werte (s. Versuchsteil) schwanken unter sich von 0,50—1,44 Milli- 
aquivalent Saéure pro Tag, diirften aber in Wirklichkeit viel naher am 
Mittelwert liegen. Denn die untersuchten Harnvolumina entsprechen 
nicht genau jeweils einem Zeitraum von 24 Stdn., da die Hunde taglich 
zu verschiedenen Zeiten urinierten und nicht katheterisiert wurden, 
um die Harnwege bei den wochenlangen Versuchen nicht zu infizieren. 
Die mit dem_taglichen Harnvolumen erfaite Zeitspanne schwankt 
dadurch zwischen 21 und 27 Stdn., eine Ungenauigkeit, die bei Summie- 
rung der einander folgenden Versuchstage verschwindet. Daher diirfte 
hier durch das arithmetische Mittel aus allen Versuchstagen der Durch- 
schnittswert am sichersten zu bestimmen sein. Danach betragen’ die 
tiglichen Leerwerte fiir’ die benutzten 12—14kg schweren Hunde: 
F = 0,87 MA/Tag, O = 0,82 MA/Tag und S = 0,83 MA/Tag (MA = 
Milliaquivalent Saure). 

Diese Hunde scheiden bei fettfreiem und eiweiBarmem Futter in 
4 Tagen insgesamt etwa 3—4 Millidquivalent an atherléslichen Saéuren 
aus, die obere Grenze des normalen Bereichs liegt bei etwa 5 Milliaqui- 
valenten, mehr als 6 MA in 4 Tagen lassen auf ausgeschiedene Abbau- 
produkte schlieBen. Naturgemaé8 kann die Harnanalyse dann keine siche- 
ren Aussagen mehr machen, wenn die Ausscheidung von Abbauprodukten 
so gering ist, daB sie in die Schwankungsbreite des Leerwertes fallt. 

Die in den folgenden Abbildungen (1—4) graphisch dargestellten, 
mit der Harnanalyse gewonnenen Ergebnisse sind mit Befunden anderer 
Autoren in Einklang, sofern es sich um Fragen handelt, die schon friiher, 
aber mit anderer Methodik, untersucht wurden, z. B. das Verhalten 
natiirlicher Fette im Stoffwechsel. Dort, wo die Harnanalyse neue 
Befunde lieferte (besonders bei den Versuchen mit langkettigen alkyl- 
verzweigten Fettséuren), wurden diese durch die praparative Auf- 
arbeitung des Harns bestitigt. SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB 
die atherléslichen Séuren durch die Harnanalyse auch qualitativ 
gekennzeichnet werden, denn sie werden in drei chemisch verschiedene 
Gruppen aufgeteilt, wodurch man einen Wegweiser fiir die praparative 
Isolierung etwaiger Abbauprodukte erhiilt. 
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Abb. 1. Hund Odin. Zwei achttaigige Versuche. 
A) 65 g «-Athyl-stearinsaure-triglycerid; — | Fiitterung, 
-—- Ausscheidung atherléslicher Saiuren im Harn, 
B) ----- Leerwerte bei fettfreiem Grundfutter. 


In der 1. Abb. ist als Beispiel fiir den zeitlichen Ablauf eines Fiitte- 
rungsversuches, so wie er sich mit Hilfe der tiglichen Harnanalyse 
ermitteln lat, die Priifung des «-Athyl-stearinsiure-triglycerids am 
Hund dargestellt (Kurve A). Im gleichen Diagramm ist die Ausscheidung 
atherléslicher Saéuren bei fettfreier Kost fiir denselben Hund einge- 
zeichnet (Kurve B). Auf der Abszisse sind die Versuchstage, auf der 
Ordinate die im Harn ausgeschiedenen atherléslichen Séuremengen in 


Millidquivalent (MA) Saure aufgetragen. Beide Versuche erstreckten 
sich tiber 8 Tage, so daB die Differenzwerte beider Kurven ungefahr 
der Mehrausscheidung entsprechen, die als Folge der gefiitterten aithyl- 
verzweigten Séure auftritt. Die Hohe der Ausscheidung (Kurve A) 
hingt deutlich von der zugefiihrten Glyceridmenge ab, am 8. Tage ist 
die Ausscheidung soweit abgesunken, daB sie den bei fettfreier Kost 
beobachteten Leerwerten entspricht. 
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Abb. 2. 10 Vier-Tage-Versuche am Hund. 
Jede Saule entspricht der Summe der in 4 Tagen ausgeschiedenen atherléslichen 
Sauren des Harns (ohne wasserdampffliichtige Sauren). 
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Um bei Fiitterungsversuchen mit verzweigten Saéuren die taglichen 
Harnanalysen zuverlassig auswerten zu kénnen, war es wiinschenswert, 
nicht nur die Leerwerte bei fettfreier Grundkost, sondern auch die Aus- 
scheidungen bei Fiitterung von Naturfetten zu kennen. In der 
2. Abb. sind 10 Vier-Tage-Versuche dargestellt; die Saéulen geben die 
Gesamtausscheidung atherléslicher Siuren im Harn wieder, soweit sie 
nicht wasserdampffliichtig und nicht petrolitherléslich sind. Die letztere 
Fraktion war stets Null, wasserdampffliichtige traten mit Ausnahme 
des Laurinsiureversuches nur in Spuren auf (genaue Werte s. u. im Ver- 
suchsteil). 

Die drei ersten Saéulen (Abb. 2 von links) stellen die Summe der 
Leerwerte von 4 Tagen der Hunde §, F und O bei fettfreier Grund- 
kost dar. Die anderen 7 Saulen entsprechen mit einer Ausnahme (K,) 
Belastungen mit je 60 g folgender Naturfette, die stets am 1. Tage des 
viertagigen Versuches gegeben wurden: M = Maiskeimél, E = ErdnuBol, 
B = Butterfett, R = Rapsdl, K, und K, = Kokosfett, L = Laurin- 
sduretriglycerid. Die Ausscheidungen nach diesen Fetten liegen in dem- 
selben Bereich wie bei fettfreier Kost, nur der Versuch K, erbrachte 
erhéhte Ausscheidungen: hier wurden 120g Kokosfett verfiittert. 
Offenbar wird- dadurch die Toleranz fiir die in diesem Naturfett ent- 
haltenen diacidogenen Kettenlingen C, und C,, iiberschritten, so daB 
geringe Mengen von Dicarbonséuren im Harn erscheinen. Diese Aus- 
nahmestellung des Kokosfettes unter den Naturfetten ist schon langer 
bekannt, obwohl es nicht leicht ist, durch priparative Aufarbeitung die 
betreffenden sehr geringen Dicarbonsiiuremengen aus Harn zu iso- 
lieren**: 49, Bei den anderen Naturfetten zeigt die Harnanalyse keine 
erhéhten Ausscheidungen atherléslicher Sauren, ein Ergebnis, welches 
mit den bisherigen Anschauungen vom Verhalten solcher Fette im Stoff- 
wechsel iibereinstimmt. Laurinséure steht mit 12 C-Atomen an der 
oberen Grenze der diacidogenen Fettsiuren, sie soll beim Hund nicht 
mehr diacidogen sein**. In unserem Versuch (Siule I) mit 60 g Laurin- 
sdure-triglycerid lag die Ausscheidung noch im normalen Bereich. Ob 
bei gréBerer Belastung die Toleranz zu iiberschreiten ist, so daB Dicarbon- 
siuren im Harn erscheinen, muB8B offen bleiben. 

Die 3. Abbildung gibt im gleichen Mafstab wie die vorhergehende 
2. Abb. ebenfalls eine Reihe von viertigigen Versuchen wieder mit 
Fiitterung der betreffenden verzweigten oder normalen Verbindungen 
im Laufe des ersten Versuchstages. Es handelt sich um normale Myristin- 
siure (1. Saéule von links) und um «-Methyl-myristinsiure (2. Saule), 
um normale Stearinsiure (3.—5. Saule), um «-Methyl-stearinsdure 
(6.—9. Séule) und um «-Athyl-stearinsiiure (10. u. 11. Saéule). Die in 
den Saulen eingetragenen Buchstaben bezeichnen die Hunde, die Zahlen 
geben die resorbierte Saéuremenge in g an. (Von der verfiitterten 


4 B. Flaschentrager u. K. Bernhard, Helv. chim. acta 18, 962 [1935]; 


diese Z. 288, 221 [1936]. 
49 R. Emmrich u. E. Nebe, diese Z. 266, 174 [1940]. 
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Dosis wurde der gegebenenfalls im Kot wiedergefundene Anteil abge- 
zogen, 8. 0. Tab. 1). 

Aus Abb. 3 geht hervor, daB die Ausscheidungen bei Fiitterung 
normaler und «-methylierter Myristin- und Stearinséure in der 
gleichen GréBenordnung liegen, daB sie aber auch gegeniiber fettfreiem 
Normalfutter und Naturfetten (auBer Kokosfett), siehe Abb. 2, keine 
Erhéhung zeigen. Die in beiden Abbildungen nicht beriicksichtigten 
wasserdampffliichtigen Saéuren traten meist garnicht oder nur in Spuren 
auf, lediglich bei n-Myristinsiure und einmal bei n-Stearinsaure (77 g, F) 
wurde eine héhere und offenbar mit der verfiitterten Substanz in direk- 
tem Zusammenhang stehende Ausscheidung Adtherléslicher, wasser- 
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Abb. 3. 10 Vier-Tage-Versuche an 2 Hunden, S und F. 
Jede Saule entspricht der Summe der in 4 Tagen im Harn ausgeschiedenen ather- 
léslichen Saéuren. Erklarung im Text. 


n-a-Me- n-Cy 
4 


dampffliichtiger Sauren beobachtet (siehe Versuchsteil). Dasselbe zeigte 
sich, wie bereits erwahnt (Abb. 2) auch bei n-Laurinsiure. Worauf 
gerade bei Verfiitterung der normalen Fettsaéuren Cy, C,,, Cy, diese 
geringe Ausscheidung Adtherléslicher, wasserdampffliichtiger Sauren 
zurickzufihren ist, laBt sich bisher nicht sagen. Méglicherweise handelt 
es sich nicht um Abbauprodukte aus dem intermediiren Stoffwechsel 
des Hundes, sondern um Stérungen der Darmflora, ausgelést durch die 
verfiitterten Fettsiuren, mit erhéhter Resorption bakterieller, harn- 
pflichtiger Stoffwechselprodukte. 

Sieht man von den meist kaum nennenswerten Ausscheidungen 
wasserdampffliichtiger Saéuren ab, so zeigen die in den Abb. 2 und 3 
dargestellten Versuche, daB die atherléslichen Saéuren des Harns bei 
fettfreiem Grundfutter, bei natiirlichen Fetten, bei normalen 
und methylverzweigten langkettigen Fettsaiuren stets etwa in 
gleicher Menge auftreten, d.h. sie stammen nicht aus den ver- 
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fiitterten aliphatischen Verbindungen. Wahrend in Abb. 2 nur 
durch hohe Belastung mit Kokosfett (K,) diese obere Grenze tiber- 
schritten wurde, sind es in Abb. 3 die beiden Versuche mit «-Athyl- 
stearinséure, welche weit hoéhere Ausscheidungen hervorrufen (von 
links her die 2 letzten Séulen). Bei langkettigen Fettséuren setzt 
also eine Methylierung in «-Stellung die Verbrennbarkeit noch nicht 
herab, dies tritt erst bei Austausch des Methyls durch Athy] ein. 

Wie bereits erwihnt, war es im Rahmen eines viertagigen Versuches kaum 
méglich, von den Athylestern oder Glyceriden der athyl-, propyl- und butyl- 
verzweigten Saéuren den Hunden ebensolche Mengen wie ‘von den methyl-ver- 


zweigten Sauren zuzufihren. Hierfiir wurden daher achttagige Versuche angesetzt 
mit verteilter Fiitterung der Substanzen in den ersten 5—6 Versuchstagen. Um 
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Abb. 4. Achttagige Versuche an 3 Hunden (F, O, 8). Erklarung im Text. 


gute Vergleichsméglichkeiten zu haben, wurde von 3 Hunden (8, F, O) die Aus- 
scheidung atherléslicher Siuren im Harn in achttigigen Versuchen bei fettfreier 
Grundkost (Kartoffelbrei und Brot) bestimmt. Dann erhielt Hund F in vier Ver- 
suchen je 0,25 Mol der Methyl-, Athyl.-, n-Propyl- und n-Buty!-myristinséure in 
Form der Glyceride und Hund 0 je 0, 25 Mol der Methyl-, Athyl-, n-Propyl- und 
n-Butyl-stearinsiure als Glyceride oder Athylester. Auf diese Weise waren exakte 
Vergleichsméglichkeiten gegeben. Leider wurde die véllige Einheitlichkeit der 
Versuchsbedingungen insofern etwas getriibt, als die verfiitterte Dosis nicht ganz 
der resorbierten Menge entsprach und die Versuchsdauer nicht immer auf 8 Ver- 
suchstage zu begrenzen war, weil manchmal am 8. Tage die Ausscheidung von 
Abbauprodukten noch nicht beendet war. Im letzteren Falle wurde die den mitt- 
leren Leerwert iibersteigende Ausscheidung der zusitzlichen Versuchstage der 
Gesamtausscheidung der ersten 8 Versuchstage hinzugezahlt. 


In Abb. 4 (OrdinatenmaBstab verkleinert gegeniiber Abb. 2 u. 3) 
zeigen die drei ersten Sdéulen von links die Ausscheidungen atherléslicher 
Saéuren im Harn bei achttagiger fettfreier und eiweiBarmer Grundkost 
(Kartoffelbrei und Brot) fiir-die Hunde 8, F und O. Die folgenden 
4 Saulen stellen die Belastung mit «-Alkyl-myristinsaure-triglyceriden 
dar: auch hier hebt sich wie in den viertaégigen Versuchen der Abb. 3 
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die methylierte Saéure nicht iiber die Ausscheidung bei Leerkost heraus. 
Der deutlichen Steigerung der Ausscheidung bei Athyl-myristinsiure 
folgt eine weitere, kraftige Erhohung bei der Propylverbindung. Buty]- 
myristinsiure liefert etwas weniger Abbauprodukte, hier war die Aus- 
scheidung iiber den 8. Tag hinaus verlangert (siehe Versuchsteil). 

Ganz ahnlich verhalten sich die «-Alkyl-stearinséuren: véllige Ver- 
brennbarkeit bei der methylierten Saure, deutliche Abbauhemmung bei 
der Athylverbindung, weitere erhebliche Steigerung der Ausscheidungen 
bei Propyl- und Butyl-stearinséure (8.—11. Séule von links her). Die 
beiden letzten Séiulen von links (12. u. 13.) zeigen 2 Versuche mit Buty]l- 
myristinséure und Propyl-stearinsiure, die mit den anderen der Abb. 4 
nicht direkt vergleichbar sind. Denn bei Butyl-myristinsiure (Hund O) 
wurde 0,2 Mol als Glycerid verfiittert und fast 30° der Saiure im Kot 
wiedergefunden (s. Tab. 1), und bei Propyl-stearinsiure wurde nur 
0,1 Mol an Hund S als Glycerid verfiittert und der Versuch nach 5 Tagen 
aus auBeren Griinden abgebrochen. 

Aus den in Abb. 4 zusammengefaBten Untersuchungen geht dem- 
nach hervor, daB bei «-alkylierten langkettigen Fettsiuren noch nicht 
durch Methyl-, sondern erst durch Athyl-Verzweigung der Abbau 
deutlich gehemmt wird, und da8 sich diese Hemmung durch den Uber- 
gang zur Propylgruppe wesentlich verstirkt. Dagegen andert sich bei 
Ersatz des Propylrestes durch Butyl der Hemmungseffekt nicht sehr, 
die Ausscheidungen liegen ceteris paribus etwa in gleicher Hohe. 


Abbauprodukte 

Wertvolle Hinweise zur Aufklarung der chemischen Struktur der Abbau- 
produkte gab bereits die Harnanalyse. Danach muBte es sich um Aatherlésliche 
,»Schlackenséuren“ handeln, die nicht wasserdampffliichtig und nicht petrol- 
atherléslich waren. Hierfiir kamen in erster Linie Dicarbonsaéuren in Frage. Die 
praparative Aufarbeitung beruhte auf dem Prinzip, den gesamten Atherextrakt 
zu verestern und dann die petrolatherléslichen Ester abzutrennen, in denen die 
Abbauprodukte enthalten sind. Die zum Vergleich ausgefiihrte praparative Auf- 
arbeitung des normalen Hundeharns zeigte, daB der gréBere Teil der ather- 
léslichen Sauren (die den ,,Leerwert‘‘ bedingen), besonders auch das Gemisch der 
braunen Farbtrager, als Ester nicht petrolatherléslich ist. Im Leerversuch ist 
die petrolatherlésliche Esterfraktion gering, sie betrigt etwa 0,1 g Ester 
pro Tag. Die Destillation ergibt drei etwa gleich groBe Fraktionen mit den Siede- 
bereichen 80—120°/12 mm, 120—160°/12mm und 160—170°/12 mm. Die che- 
mische Aufklérung dieses aus Hundeharn bei unserem fettfreien und eiweiBarmen 
Grundfutter gewonnenen Estergemisches ist mit groBen Schwierigkeiten verbunden, 
da die verfiigbaren Mengen gering sind, wahrend zugleich mit einer gréBeren Zahl 
von Sauren zu rechnen ist. Bisher 148t sich nur von der zwischen 80 und 1209/12 mm 
siedenden Esterfraktion sagen, da8 sie als Hauptbestandteil Oxalsaure enthalt, der 
aber hartnackig andere Saéuren anhaften. Eine genaue Untersuchung und Iden- 
tifizierung aller in den petrolatherlislichen Estern des Normalharns enthaltenen 
Sauren kann mit Aussicht auf Erfolg, auch bei Anwendung der modernen Ver- 
teilungsverfahren, erst begonnen werden, wenn gréBere Mengen gesammelt sind. 


Lagen ,,Schlackenséuren‘’ im Harn als Abbauprodukte der 
verfiitterten alkylverzweigten Fettsiuren vor, so addierten sich deren 
Ester zu denen des Normalharns, wobei die Gesamtmenge der petrol- 

18* 
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atherléslichen Ester diejenige des Normalharns um ein mehrfaches iiber- 
stieg. Dabei war jedoch die 1. Esterfraktion (80—120°/12 mm) niemals 
deutlich erhéht, die Abbauprodukte der verfiitterten Saiuren fanden sich 
in den hoher siedenden Esterfraktionen. Die aus den Athylestern frei- 
gesetzten Sauren bildeten farblose Ole mit sehr geringer Kristallisations- 
tendenz und hatten nicht die Eigenschaften normaler Dicarbonsauren. 
Mit solchen war auch nicht zu rechnen, da héchstwahrscheinlich in den 
Abbauprodukten die Athyl-, Propyl- oder Butyl-Verzweigungen 
erhalten geblieben waren. Somit war zu erwarten, daB die Schlacken- 
siuren zur Gruppe der verzweigten Dicarbonsaéuren gehdorten, 
aus den Siedepunkten der Ester war auf alkylierte Adipinséiuren zu 
schlieBen. Zunachst waren Kristalle nur aus rauchender Salzsiure zu 
erhalten, erst bei sehr reinen Priparaten konnte man auch wasserfreie 
Lésungsmittel (Benzol/Petrolither) anwenden. 

«-n-Butyl-myristinsiure und «-n-Butyl-stearinsiure lieferten beide 
das gleiche Abbauprodukt: «-n-Butyl-adipinsaiure. Ebenso fand 
man nach Fiitterung von «-n-Propyl-myristinsiure und «-n-Propyl- 
stearinsaure in beiden Fallen «-n-Propyl-adipinsaure. In den Ver- 
suchen mit Athyl-myristinsiure und Athyl-stearinsiure wurde das 
Abbauprodukt nicht als freie Saure, sondern durch Umwandlung in das 
Amid kristallin erhalten und analysiert. Bei beiden lag das «-Athyl- 
adipinsaiure-diamid vor. Uber die Mengen der isolierten Schlacken- 
siuren und ihr Verhaltnis zur Dosis der verfiitterten Fettsaure gibt 
Tab. 2 AufschluB. 


Tab. 2. Praparative Aufarbeitung des Harns. 





Verfiitterte Siure Petrol- , Resorbierte 

Cy, = Myristin- | Ver- { ather- | Daraus Saure 
sdure suchs- | lésliche} Abbau- 

C,, = Stearin- tage | Ester, | produkte illi- Milli- 
sdiure : g mol 





Normalharn . . ae oon 
o-Methyl-C,,. . 54,8 | 226 
a-Methyl-C,, . . : 97,7 | 327 
«-Athyl-C,, : 56,8 | 222 


= 
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78,6 | 252 


a-Athyl-C,, 
62,9 | 233 


a-n-Propyl-Cy, . 
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94,0 | 288 
106,2 | 373 
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a-n-Propyl-C,, . 
a-n-Butyl-C,,. . 


























© bo 


a-n-Butyl-C,,. . 49,4| 145 | 6,5 
(Die Zah] der Versuchstage wechselt, je nachdem, wieviel Versuche und Versuchs- 
tage in einem Ansatz praparativ aufgearbeitet wurden.) 


— 
. 


Die Mengen der petrolitherléslichen Ester (3. Spalte v. links in 
Tab. 2) sind, pro Versuchstag gerechnet, bei den zwei methyl-sub- 
stituierten Séuren im Vergleich zum Normalharn ganz geringfigig 
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erhéht. Die Fehlergrenzen der Esterdarstellung erlauben es aber nicht, 
hier von einer sicheren Erhéhung zu sprechen. Abbauprodukte waren 
nicht zu isolieren, auch die Harnanalyse lieB gegeniiber den Leerwerten 
keine Steigerung erkennen. Dagegen lag die Vermehrung der petrol- 
atherléslichen Ester bei den athyl-verzweigten Saéuren und erst recht 
bei den propyl- und butyl-verzweigten weit auBerhalb der Fehlergrenzen. 
Die Mengen der rein erhaltenen Abbauprodukte waren stets gering; nur 
einige Prozent (in Millimol berechnet) der resorbierten langkettigen 
verzweigten Fettsiuren wurden als Alkyl-adipinsiuren im Harn aus- 
geschieden. 

Die Beurteilung der Ergebnisse fiihrt zu der Frage: Sind die iso- 
lierten Alkyl-adipinsaéuren die einzigen Abbauprodukte oder sind in den 
petrolatherléslichen Estern noch andere Alkyl-dicarbonsduren ent- 
halten? Man miiBte dann mit «-Alkyl-korksiuren und «-Alkyl-bern- 
steinsiuren rechnen. Gegen das Vorliegen von Alkyl-korksaéuren oder 
noch héheren Homologen sprechen die Siedekurven der Estergemische, 
denn bei den Siedepunkten der betreffenden Ester destillierte nichts 
mehr iiber. AuBerdem hatten dann die aus den erhaltenen héchst- 
siedenden Esterfraktionen freigesetzten Sauren nicht als reine Alkyl- 
adipinséuren anfallen diirfen, wie es der Fall war, sondern zumindest 
als schwer zu trennende Gemische mit Alkyl-korksaéuren. Das Vor- 
handensein von Alkyl-bernstein-sduren hatte sich bei der Ester- 
destillation durch eine Fraktion verraten miissen, deren Siedebereich 
zwischen der iiblichen kleinen Anfangsfraktion (Hauptsiedepunkt um 
90°/12 mm) und den weit héher siedenden Alkyl-adipinsaéureestern liegen 
muBte. Eine solche Esterfraktion war nicht erkennbar; kleine Mengen 
kénnen aber dem Beobachter wahrend der Destillation entgehen. Es 
hatten sich dann aber im Laufe der Kristallisationsversuche aus den 
Schmelzpunkten und Analysen der freien Saéuren Anhaltspunkte fiir 
Alkylbernsteinsaéuren ergeben miissen. 

Hinweise dafiir, daB in den petrolitherléslichen Estern andere 
Abbauprodukte als «-Alkyl-adipinséuren vorhanden waren, liegen also 
nicht vor. Damit erhebt sich eine zweite Frage: Entsprechen die Mengen 
der praparativ erhaltenen Abbauprodukte den Werten der Harnanalyse ? 
Denn es kénnten auBerdem Abbauprodukte vorliegen, deren Ester 
nicht petrolatherléslich sind, wodurch sie bei den braunen Schmieren 
blieben und priaparativ nicht erfaBt wiirden. 

Bei einem Vergleich mit den Werten der Harnanalyse bekéme man 
jedoch ein falsches Bild, wenn man von den analysenrein erhaltenen 
Mengen der Abbauprodukte ausgehen wiirde, weil bei der Darstellung 
der reinen Séuren aus ihren Estern zum Teil erhebliche Verluste ein- 
traten. Die mit der Reinigung der Séuren verbundenen Schwierigkeiten 
machen sich hier bemerkbar. Alkyl-adipinséuren kristallisieren sehr 
schwer, so daB bei mehrmaligem Umkristallisieren aus Salzsiure und 
organischen Lésungsmitteln Verluste nicht zu vermeiden sind. Dieses 
unerfreuliche Verhalten findet man nicht etwa nur bei der Isolierung 
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solcher Séuren aus Harnextrakten, sondern auch bei der Reinigung 
synthetisch dargestellter Praparate, die zunichst ebenfalls in Form 
hellgelber Ole anfallen, die nur sehr schwer zum Kristallisieren zu bringen 
sind. Offenbar sind die Kohasionskrafte durch die gebogene Kettenform 
und die sperrige kurze Verzweigung stark herabgesetzt, besonders bei 
Athyl- und Propyl-Seitenketten. Dies prigt sich z.B. auch in der 
Wasserléslichkeit verzweigter Dicarbonséuren aus, die im Vergleich zu 
normalen Dicarbonséuren gleicher Kohlenstoffzahl zum Teil auBer- 
ordentlich erhéht ist (s. Tab. 3). 


Tab. 3. Wasserléslichkeit normaler und verzweigter Dicarbonséuren 
(Léslichkeit (L) = g Saéure in 100 g Wasser bei tC). 


























C- | Normale Di- L t0 Verzweigte Di- L te 
Atome|carbonsaéuren carbonsauren 

C, | Adipinsaiure.| 1,87 | 20 | Athyl-bernsteinsiure . .| 23,68 4 
C, | Pimelinsdéure| 2,52 | 13,5 | B-Methyl-adipinsiure . .| 26,41 20 

n-Propyl-bernsteinsaure . 4,73 4 
C, |Korkséure .| 0,14 | 15,5 | B-Athyl-adipinsiure . . .| 196,60 | 20 

n-Butyl-bernsteinsiure . 2,57 4 
C, | Azelainséure} 0,21 | 15 B-n-Propyl-adipinsiure . 6,29 20 
Cio | Sebazinséure} 0,02 | 25 B-n-Butyl-adipinséure . . 0,81 20 


Beim Vergleich mit den Ergebnissen der Harnanalyse erscheint es 
daher richtiger, von den praparativ gewonnenen petrolitherléslichen 
Estern den Leerwert (0,1 g/Tag) abzuziehen und die iiberbleibende 
sogenannte ,anomale Esterfraktion“ auf Milliiquivalente umzu- 
rechnen unter Benutzung des Aquivalentgewichtes der betreffenden 
Alkyl-adipinséure. Ebenso wird bei den Harnanalysen der jeweilige 
Leerwert abgezogen und die so erhaltene ,anomale Ausscheidung* 
(ebenfalls in Milliaquivalent Saéure) den aus der anomalen Esterfraktion 
berechneten Milliiquivalenten gegeniibergestellt. In Tab. 4 sind die 
entsprechenden Zahlenangaben zusammengefaBt. 


Tab. 4. Vergleich der Ergebnisse der Harnanalyse mit der praparativen Auf- 
arbeitung (MA = Milliaiquivalent Saure). 














| Harn- Praparative 
Verfiitterte Saure analysen Aufarbeitung Venaihe. 
C,, = Myristinsaure Anomale| Anomale Ester 
C,, = Stearinsiure | Ausschei- MA be- 

dung, MA g rechnet -hunde | — -tage 
o-Athyl-C,,....] 11,9 1,4 12,2 F 8 
a-Athyl-C,,.... 23,9 2,8 24,3 F u. O 4u. 8 
a-n-Propyl-C,, .. 32,8 3,7 30,3 F 8 
a-n-Propyl-C,, .. 54,5 6,1 50,0 Su. O 5 u. 8 
a-n-Butyl-C,, ... 45,3 5,5 42,6 Fu. O 12 u. 10 
a-n-Butyl-C,, ... 38,8 4,9 38,0 O 10 
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Tab. 4 zeigt, daB die durch die Harnanalyse ermittelten Milliaqui- 
valent Saéure (2. Spalte v. links) und die aus den Estern berechneten 
(4. Spalte v. links) nahe beieinander liegen. Die gréBte Differenz (bei 
Propyl-C,,) betragt 4,5 Millidquivalente, das sind etwa 0,43 g Saure. 
Bei den zwei athyl-substituierten Sauren erbrachte die praparative 
Aufarbeitung mehr Abbauprodukte, als nach der Analyse zu erwarten 
war. Hier diirfte sich der Verteilungsgrad der Athyl-adipinsaiure zwischen 
Ather und Wasser auswirken: sie wird durch das Ausschiitteln im Laufe 
der Analyse nicht so gut erfaBt wie durch die erschépfende Extraktion 
bei der Aufarbeitung. Bei Propyl- und Butyl-adipinsaure ist auf Grund 
der héheren Kohlenstoffzahl der Verteilungskoeffizient giinstiger fiir 
Ather, so daB nun die analytisch gefundenen Werte iiber den prapa- 
rativen liegen. Das letztere Verhalten war eigentlich bei allen Versuchen 
zu erwarten, da bei der Berechnung der Milliéquivalente aus den ano- 
malen Estern nicht beriicksichtigt werden konnte, daB durch die ana- 
lytische Bestimmung ein kleiner Teil des Harns (bis 5°%, meist 50 ccm 
von dem auf mindestens 1000 ccm aufgefiillten Tagesvolumen) verloren 
geht, der dann bei der praparativen Aufarbeitung fehlt. Im ganzen 
gesehen 1éBt aber doch der Vergleich der durch die beiden Verfahren 
ermittelten Saéuremengen (in Milliiquivalent Saure) erkennen, daB 
offenbar die von der Harnanalyse angezeigten Abbauprodukte 
restlos in die petrolatherléslichen Ester tiibergehen, da8 also 
die praéparative Aufarbeitung alle atherloslichen Schlackensauren erfaBt. 


Synthetische Darstellung der Abbauprodukte 
Zum Vergleich mit den aus Harn isolierten «-Alkyl-adipinséuren 
wurden «-Athyl-, «-n-Propyl- und «-n-Butyl-adipinsaure auf folgendem 
Wege synthetisiert: Aus n-Adipinsaure-diathylester erhielt man durch 
intramolekulare Esterkondensation*®® den Cyclopentanon-«-carbonsaure- 
ithylester, der in der CH-Gruppe alkyliert und dann zur «-Alkyl- 


adipinséure aufgespalten wurde. 

Franzésische Autoren !, 52,53 haben so verschiedene einfach und doppelt 
alkylierte (besonders methylierte) Adipinsaéuren dargestellt. Die Ausbeuten wechseln 
stark, je nach dem Grade der Vollstandigkeit, mit welchem die Alkylierung des 
Cyclopentanon-carbonsaureesters gelingt. In ungiinstigen Fallen kann die als 
Endprodukt erhaltene «-Alkyl-adipinsdure durch normale Adipinsaure verunreinigt 
sein, welche aus der Aufspaltung von nicht substituiertem Cyclopentanon-carbon- 
siureester entsteht. Bei «-n-Propyl-adipinsaiure konnten wir hartnackig anhaftende 
Spuren von n-Adipinséure durch Gegenstromverteilung in der Apparatur nach 
Grubhofer® in sehr wirksamer Weise entfernen, da sich die Verteilungskoeffi- 
zienten Ather/Wasser bei normaler und «-n-Propyl-adipinsdure erheblich unter- 
scheiden. 


50 W. Dieckmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 102 [1894]. 

51 M. Desfontaines, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 188, 210 [1903]. 

52 A. Haller u. M. Desfontaines, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 140, 1205 
[1905]. 
53 R. Corniibert u. Chr. Borrel, Bull. Soc. chim. France (4) 47, 301 [1930]. 
54 N. Grubhofer, Chem. Ing. Tech. 22, 209 [1950]. 
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In anderer Weise, ausgehend von Natrium-alkylmalonester und. 
Trimethylbromid, haben Franke und Kroupa® «-Athyl-, «-n-Propyl- 
und «-n-Butyl-adipinsiure synthetisiert. In Tab. 5 sind die Schmelz- 
punkte der freien Séuren und ihrer Diamide zusammengestellt, wie 
sie synthetisch von Franke und Kroupa (Fr/Kr) und von uns sowohl 
synthetisch (S.) als auch aus Harn (H.) erhalten wurden. 


Tab. 5. Synthetisch und aus Harn gewonnene «-Alkyl-adipinsauren. 





























Schmp. der freien Saure Schmp. des Diamids 

Substanz : 
Fr/Kr.| S. | H. |Fr/Kr.| 8S. | 4. 
o-Athyl-adipinsiure . . .| 53,2° | 53,0° — 180,0° | 179,5° | 179,0° 
a-n-Propyl-adipinsiure . .| 56,0° 56,0° 55,0° | 181,2° | 181,0° | 181,0° 
o-n-Butyl-adipinséure . .| 63,0° | 63,0° | 62,5° | 180,9° | 183,0° | 182,0° 


In einem Falle erwies sich eine aus Harn erhaltene Saéure nicht als 
identisch mit der entsprechenden synthetischen «-Alkyl-adipinsaure: 
Der Fiitterungsversuch mit a-n-Propyl-myristinsiure lieferte eine 
Kristallfraktion, deren Aquivalentgewicht und C, H-Analyse fiir Propyl- 
adipinséure stimmten, die aber erst bei 73,5—74° schmolz. Aus der 
Mutterlauge fielen Kristalle an, die von 54—72° schmolzen und die 
ebenfalls eine fiir Propyl-adipinsiiure richtige Analyse ergaben. Die 
Vermutung, daB es sich um eine optisch aktive Form mit héherem 
Schmelzpunkt handeln kénne, lieB sich leider nicht bestiatigen; bei der 
geringen verfiigbaren Menge war optische Drehung nicht nachweisbar. 
Auf Grund der Analysen nehmen wir jedoch an, daB hier eine optisch 
aktive «-Propyl-adipinsiure vorliegt. Alle anderen aus Harn isolierten 
Sauren waren optisch inaktiv*. 


55 A, Franke u. A. Kroupa, Mh. Chem. 69, 167 [1936]. 

* Nach Fertigstellung der Arbeit iibersandten uns japanische Autoren Sonder- 
drucke ihrer Untersuchungen, die in zweifacher Hinsicht fiir unsere eigenen Be- 
funde von Bedeutung sind: 

1. T. Yamakawa (J. Biochemistry 37, 343 [1950]) verfiitterte an ein Kanin- 
chen 9 g «-Propyl-myristinsiure und erhielt aus dem Harn eine Saurefraktion, 
deren p-Phenyl-phenacylester mit dem Bis-p-phenyl-phenacylester einer syn- 
thetischen «-Propyl-adipinsiure keine Schmelzpunktsdepression ergab. Die Iso- 
lierung reiner «-Propyl-adipinséure aus dem Harn gelang wegen zu geringer Mengen 
nicht. 

2. 8. Akiya u. T. Yamakawa (J. Biochemistry 37, 339 [1950]) erhielten 
nach Verfiitterung optisch inaktiver verzweigtkettiger Saiuren in einigen Fallen 
saure Abbauprodukte mit schwacher optischer Drehung, was fiir bevorzugte 
Umsetzung eines der beiden optischen Antipoden im Stoffwechsel spricht. 

Nachdem wir beim Hund als Abbauprodukt von «-Propyl-myristinsiure die 
x-Propyl-adipinsaure in reiner Form gefaBt und identifiziert haben, diirfte es sich 
wohl auch beim Kaninchen, der Vermutung der japanischen Autoren entsprechend, 
um die gleiche Séure gehandelt haben. Andererseits stiitzen die japanischen Unter- 
suchungen unsere Vermutung (s. 0.), da8 trotz Verfiitterung eines Racemates die 
ausgeschiedene Dicarbonsaure, in unserem Falle Propyl-adipinsiure aus Hunde- 
harn, z. Tl. optisch aktiv sein kénnte. 
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Vorstellungen zum Chemismus von Hemmung und Abbau 


Fir das Schicksal alkyl-verzweigter Fettsiuren im intermediiren 
Stoffwechsel sind nach unseren bisherigen Kenntnissen folgende Fak- 
toren wesentlich: 

. Kohlenstoffzahl und sterische Form der Seitenkette. 

. Kohlenstoffzahl der Hauptkette. 

. Abstand der Verzweigung vom Carboxyl bzw. vom CH,-Ende. 
. Anzahl der Verzweigungen und ihre Stellung zueinander. 

. Etwaiges Auftreten quartarer Kohlenstoffatome. 

. Etwaiges Auftreten einer zweiten Carboxylgruppe. 

Bei Beriicksichtigung dieser einzelnen Punkte werden die Be- 
ziehungen zwischen chemischer Konstitution und physiologischem Ver- 
halten recht deutlich. Es lassen sich GesetzmaBigkeiten ableiten, die 
auch Vorhersagen itiber das Stoffwechselverhalten verzweigter Fett- 
sduren gestatten. Fiir die in der vorliegenden Arbeit gepriiften Saiuren 
ist die lange Hauptkette und die «-staindige Seitenkette kenn- 
zeichnend. Der Einflu8B der Hauptkette macht sich deutlich bei den 
methyl-verzweigten Saéuren bemerkbar: Wahrend bei methylsubsti- 
tuierten Fettisiuren mittlerer Kettenlinge (C,—C,,) Abbauprodukte 
in den Harn ausgeschieden werden2® %3, ist dies bei «-Methyl-myristin- 
und -stearinsdure nicht der Fall. Dieser Unterschied beruht wohl darauf, 
daB auch schon die unverzweigten Fettsiuren mittlerer Ketten- 
lange bei ausreichender Dosis eine geringe Dicarbonsiureausscheidung 
bewirken und daB dies durch eine Kettenverzweigung noch besonders 
verstarkt wird. Dagegen sind bei Fiitterung unverzweigter langkettiger 
Fettsaéuren noch nie Abbauprodukte im Harn gefunden worden; die 
nunmehr vorliegenden Befunde zeigen, daB auch die Methylierung in 
« nicht ausreicht, um bei Hauptketten mit 14 und 18 Kohlenstoff- 
atomen eine Ausscheidung von Schlackenséuren hervorzurufen. Dies 
tritt erst bei Austausch der Methylgruppe durch Athyl oder langere 
Seitenketten ein. 

Zur Deutung der Abbauhemmung nehmen wir an, dab die 
kurzen Seitenketten die Anlagerung an die Abbaufermente sterisch 
behindern. Die verfiitterten «-Alkyl-stearinséuren wurden von uns auch 
als monomolekulare Filme auf Wasseroberflichen untersucht**. Wie 
die Messungen ergaben, steigt die Querschnittsfliche des Einzelmolekiils 
als Folge der «-staéndigen Verzweigung von «-Methyl- bis «-n-Butyl- 
stearinsiure in erheblichem Ma8e an. Fiir einen an der Wassergrenz- 
fliche gerade eben kondensierten Film, der unter keinem nennens- 
werten Druck steht, wachsen die Werte fiir den Flaichenbedarf des 
Einzelmolekiils in folgender Reihe: n-Stearinsiure: 24, «-Methyl-C,,: 
39, «-Athyl-C,,: 55, «-n-Propyl-C,,: 64, «-n-Butyl-C,,: 69 A®. Bei einer 
solchen Beeinflussung der réumlichen Verhiltnisse durch die Alkyl- 


BS OR CO bo 


56 G. Weitzel, A.M. Fretzdorff u. W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 
[1950]. 
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verzweigungen (Butylstearinséure z. B. benétigt in der Grenzflache fast 
den dreifachen Platz der normalen Saure!) wird es verstiandlich, daB 
der f-oxydative Abbau gehemmt und statt dessen die w-Oxydation am 
carboxylfernen Ende begiinstigt wird. 

Wie hoch der Anteil der verfiitterten «-Alkyl-Fettsiuren ist, 
welcher w-oxydiert wird, laBt sich aus den Fiitterungsversuchen nicht 
genau sagen. Denn zuniachst entsteht eine «-alkylierte Dicarbonsiure 
mit 14 bzw. 18 C-Atomen in der Hauptkette; derartige langkettige 
Dicarbonséuren sind gut verbrennbar, wenn sie unverzweigt sind®’. Im 
Fiitterungsversuch erfassen wir als Abbauprodukte nur die «-Alkyl- 
adipinséure, d.h. bei der paarigen Verkiirzung der langkettigen 
Dicarbonséure wird erst die Adipinsaurestufe nicht mehr glatt 
durchlaufen. Das stimmt mit bisherigen Erkenntnissen insofern iiberein, 
als unter den zahlreichen verfiitterten normalen und verzweigten Di- 
carbonsdiuren diejenigen aus der Adipinsiure-Gruppe zu den am 
schwersten verbrennbaren gehéren?’. Dabei ist anzunehmen, daB der 
Prozentsatz der im Harn ausgeschiedenen Alkyl-adipinséuren geringer 
ist als derjenige Anteil der resorbierten Fettsiéure, der urspriinglich 
«-oxydiert wird. Denn sicherlich ist der weitere Abbau der im Zellstoff- 
wechsel entstehenden «-Alkyl-adipinséiuren nicht zu 100° gestoppt; 
nur ein Teil davon wird im Harn erscheinen, der andere Teil restlos 
abgebaut werden. 

Trotzdem bleibt die Frage offen, auf welchem Wege diejenigen, 
viel gréBeren Anteile der resorbierten «-alkyl-verzweigten Fettsiuren 
verbrannt werden, die nicht der w-Oxydation unterliegen und die 
spurlos im Stoffwechsel verschwinden. Die vom Stoffwechsel verar- 
beiteten Prozentsaitze der resorbierten Saiuremengen zeigt Tab. 6, be- 
rechnet auf Grund der Harnanalysen und der ,,anomalen Esterfrak- 
tionen‘‘ aus der praparativen Aufarbeitung. 


Tab. 6. Verbrennbarkeit «-alkylierter Myristin- und Stearinsduren. 





o bs Im Stoffwechsel restlos verarbeitete An- 
o oe Séuren teile der resorbierten Sauremengen. 
14 = Myristinsaure Berechnet in Mol-Prozent aus: 


C,, = Stearinsaure be 
Harnanalyse, °, | anomalen Estern, "% 





«-Methyl-C,, 100,0 100,0 
a-Athyl-C,, 97,3 97,3 
a-n-Propyl-Cy, 93,0 93,5 
a-n-Butyl-C,,4 93,9 94,3 
a -Methyl-C - 100,0 100,0 
«-Athyl-C,, 95,3 95,2 
a-n-Propyl-C,, 90,5 91,3 
a-n-Butyl-C,, 86,6 86,9 





Aus Tab. 6 geht die gute Verbrennbarkeit der «-alkylierten héheren 
Fettsaiuren deutlich hervor: mit Ausnahme von Butyl-stearinsaure, die 


8? R. Emmrich u. I. Emmrich-Glaser, diese Z. 266, 183 [1940]. 
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etwa 86%, erreicht, werden sie alle zu iiber 90% im Stoffwechsel ver- 
arbeitet. Diese giinstigen Abbauverhialtnisse miissen dem Einflu8 der 
nahrungsiiblichen, stoffwechselvertrauten langen Hauptkette zuge- 
schrieben werden, denn die gleichen Alkyl-Verzweigungen fiihren bei 
Fettsiuren mittlerer Kettenlinge, bei Dicarbonséiuren und bei fett- 
aromatischen Séuren zu weit hdheren Ausscheidungen. Der Zellstoff- 
wechsel ist bei den langkettigen verzweigten Sauren offenbar in der 
Lage, seitenstandige Alkyle in groBem Umfange abzubauen. 
Fir den Angriff der Oxydationsfermente bestehen dabei verschiedene 
Moglichkeiten: 

1. Methyl-Oxydation der Seitenkette. 

2. Methyl-Oxydation der Hauptkette. 

3. Oxydative Spaltung zwischen dem 2. und 3. Kohlenstoffatom 
der Hauptkette. 

Die erste Méglichkeit fihrt bei einer «-methyl-verzweigten 
Saure zur Umwandlung des Methyls in eine Carboxylgruppe, so daB 
eine substituierte Malonsiure entsteht: 

CH;-[CH,]n-CH,-CH-COOH 


COOH 


Derartige Alkyl-malonsiuren sind verfiittert worden!®?°; sie sind 
sehr gut verbrennbar, wenn der Alkylrest 12 und mehr Kohlenstoff- 


atome besitzt. Dies trifft in unserem Falle zu, denn aus «-Methyl- 
stearinséure wiirde Cetyl-malonséure und aus «-Methyl-myristinsdure 
wirde Lauryl-malonséure entstehen kénnen. Bernhard*® konnte nach 
Fiitterung von n-Undecyl-, n-Tetradecyl- und n-Cetyl-malonsaure keine 
Abbauprodukte finden, im Gegensatz zu Alkyl-malonsiure mit kiir- 
zerem Alkyl. Auf welche Weise die Alkyl-malonsauren verbrannt werden, 
ist unbekannt; der in vitro leicht gangbare Weg, die eine Carboxyl- 
gruppe als CO, unter Zuriicklassung einer normalen Fettséure zu ent- 
fernen, scheint in der Zelle nicht beschritten zu werden. Sonst miiBten 
die kurzkettigen Alkyl-malonsauren besser verbrennbar sein. Die Methy]- 
Oxydation des seitenstandigen Alkyls wiirde bei «-Athyl-Verzweigungen 
zu Alkyl-bernsteinséuren, bei o-n-Propyl-Verzweigungen zu Alkyl- 
glutarsiuren und bei «-n-Butyl-Verzweigungen zu Alkyl-adipinsiuren 
fiihren: 
CH, [CH,]n CH,-CH COOH x = 1 bei Athyl-Seitenkette 


(CH, ]x x = 2 bei n-Propyl-Seitenkette 
OOH x = 3 bei n-Butyl-Seitenkette. 


Von solchen Dicarbonséiuren mit langem Alkylrest, wie sie in un- 
serem Falle entstehen wiirden, sind bisher Cetyl- und Lauryl-bernstein- 
siure direkt verfiittert worden: beide wurden restlos verbrannt, ab- 
gesehen von einer im Harn ausgeschiedenen sehr kleinen Menge gewohn- 
licher Bernsteinsiure, deren Herkunft nicht geklart ist™ *. 
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Wenn man auch aus unseren Versuchen eine Methyloxydation 
der Seitenkette nicht widerlegen kann, so ist sie doch aus anderen 
Griinden unwahrscheinlich. Die Erfahrung zeigt, daB Methyloxydation 
bei aliphatischen Ketten von etwa 8 C-Atomen an aufwarts eintritt, 
nicht bei kiirzeren Alkylen. Steht der Organismus vor der Wahl, einen 
kurzen oder einen langen Alkylrest am endstindigen CH, zu oxydieren, 
so bevorzugt er das langere Alkyl. Dieses wiirde in unserem Falle die 
Hauptkette sein, deren Methyloxydation oben als 2. Méglichkeit 
angefiihrt wurde. Fiitterungsversuche anderer Autoren zeigen, daB in 
den Abbauprodukten nach Fiitterung von Methyl-laurinsaéure?®, Methyl- 
nonansdure**, Athyl-decansaure und Athyl-octansiure?® stets die kurze 
Seitenkette unangegriffen geblieben war, wahrend die langere Haupt- 
kette methyloxydiert wurde. Denn im Harn traten Methyl-sebacinsaure, 
Methyl-azelainséure und Athyl-korksiure auf. Die in der vorliegenden 
Arbeit beschriebenen Fiitterungsversuche brachten ganz ahnliche Ergeb- 
nisse: In den Abbauprodukten fanden sich die unversehrten Seiten- 
ketten, wihrend die lange Hauptkette mit 14 bzw. 18 C-Atomen methyl- 
oxydiert und bis zur Adipinsaéurestufe verkiirzt worden war. Sonst 
hatten zumindest einmal Tricarbonséuren, entstanden durch gleich- 
zeitige Methyl-Oxydation von Haupt- und Seitenkette, aufgefunden 
werden miissen, wie es nach Fiitterung mancher Alkyl-malon- und 
Alkyl-bernsteinsiuren der Fall war. Bei diesen war aber eben die 2.Car- 
boxylgruppe schon vorhanden, d.h. die kurze Seitenkette war sozu- 
sagen bereits methyloxydiert. 

Naheliegender zur Erklarung der guten Verbrennbarkeit «-alkyl- 
verzweigter langkettiger Fettsiuren erscheint die oben formulierte 
3. Méglichkeit: Spaltung zwischen dem 2. und 3. C-Atom der Haupt- 
kette nach Art der 6-Oxydation: 

CH,-[CH.]n oe en ——-»> CH,-[CH,]n-COOH + Goad 


R R 


Dann wiirde aus dem einen Teil des Molekiils bei den «-Alkyl-myristin- 
siuren stets Laurinséiure, bei den «-Alkyl-stearinsiuren stets Palmitin- 
siure entstehen, wihrend aus dem anderen Teil je nach der Verzweigung 
bei Methyl Proprionsaure, bei Athyl Buttersiure, bei n-Propyl Valerian- 
siure und bei n-Butyl Capronsiure gebildet wiirde, also simtlich leicht 
verbrennbare Substanzen. Wie bereits angefiihrt, ist eine sterische 
Behinderung des £-oxydativen Abbaus durch «-standige, kurze Seiten- 
ketten anzunehmen, nicht so sehr bei Methyl-, stairker bei Athyl-, 
besonders ausgeprigt bei Propyl- und Butyl-Verzweigungen. Vermutlich 
wird dann nur derjenige Prozentsatz der angebotenen Fettsiure am 
carboxylfernen Ende methyl-oxydiert, welchen die $-Oxydation auf 
Grund der stérenden Verzweigung nicht rasch genug bewaltigen kann. 
Das Besondere des f-oxydativen Abbaus der «-alkylierten Myristin- 
und Stearinséuren lige dann darin, daB die erste Kettenverkiirzung 
nicht wie sonst in der Ablésung eines C,-Bruchstiickes besteht, sondern 
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daB je nach der «-sténdigen Verzweigung eine aus 3—6 Kohlenstoff- 
atomen bestehende Kette abgespalten wird. 

Auch zu der alten Streitfrage, ob und inwieweit eine ,,Entalky- 
lierung verzweigter Carbonséuren im Stoffwechsel stattfindet, liefern 
die Fiitterungsversuche der vorliegenden Arbeit einen neuen Beitrag. 
Denn sie zeigen, daB langkettige Fettsiuren trotz «-standiger Ver- 
zweigungen in hohem MaBe glatt verbrannt werden kénnen. Im Sinne 
der oben (S. 277) formulierten 6 Punkte tiber die Beziehungen zwischen 
Verbrennbarkeit und chemischer Konstitution gilt, daB bei verzweigten 
Fettsauren alle Uberginge vorkommen zwischen solchen, die im Stoff- 
wechsel praktisch nicht angegriffen werden und solchen, die restlos 
verbrannt werden. Man kann daher verzweigte Fettsiuren nicht von 
vornherein als schwer oder garnicht verbrennbar oder gar als toxisch 
bezeichnen, sondern mu8 von Fall zu Fall feststellen, welcher Gruppe 
die betreffende Saéure angehért. Die gepriiften «-alkylierten hdheren 
Fettsiuren gehéren zur Gruppe der vollstaéndig (soweit methyl-ver- 
zweigt) oder fast vollstandig (soweit ithyl-, propyl-, butyl-ver- 
zweigt) verbrennbaren Fettsauren. 


Beschreibung der Versuche 


Analysen und Aquivalentgewichte: Frl. Dr. Fretzdorff, Medizinische For- 
schungsanstalt (Biochem. Abt.). Aquivalentgewichtsbestimmung der hdheren 


Fettsiuren: Titration in absol. Athanol mit etwa 0,05-n. absol. athanolischer 
NaOH unter Verwendung eines Mischindikators aus Kresolrot und Thymolblau®*. 
Alle Destillationen iiber Kolonne; bei gréBeren Substanzmengen wurden Fiill- 
kérperkolonnen (40—70 cm Rohrlange) mit einstellbarer elektr. Mantelheizung, 
bei kleineren Mengen Spiralbandkolonnen (15—35cm) benutzt. Siedepunkte 
nicht korrigiert, Schmelzpunkte nach Kofler unter dem Mikroskop bestimmt 
und korrigiert. 


Darstellung der verfiitterten Sauren 
Malonestersynthesen, Darstellung der Amide und Athylester wie friiher be- 
schrieben®®, 
n-Myristinsaure 
Synthetisch aus n-Laurylbromid und Malonester gewonnen, da Handels- 
praparate nicht in geniigender Reinheit erhaltlich waren. Schm. 53,5—54°. 
3,220 mg Sbst.: 8,716 mg CO,, 3,557 mg H,O. — 163,88 mg Sbst. verbr. 
7,18 com 0,1-n.NaOH. 
C,,H.,0, (228,3). Ber. C 73,63, H 12,36, Aquiv.-Gew. 228,3. 
Gef. C 73,87, H 12,36, Aquiv.-Gew. 228,4. 
a-Methyl-myristinsaure 
Wie friiher beschrieben®. 
«-Athyl-myristinsaure 
25,3 g (1,1 Mol) Natrium, 282 g (1,5 Mol) Athylmalonester (Sdp. 207°) 
und 224,1 g (0,9 Mol) n-Laurylbromid in 500 ccm absol. Athanol. Athyl- 
jauryl-malonester: 197,9 g (61,8%d.Th.), Sdp.,; 207—208°. Aus 170,9 g Ester 


58 A, Kleinzeller u. A. R. Trim, Analyst 69, 241 [1944]. 
59 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 285, 220 [1950]. 
60 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 65 [1951]. 
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(0,48 Mol) erhielt man 90,3g (73,5% d. Th.) o-Athyl-myristinsdure. Sdp.,, 
203°, Schmp. 29,5—30°. 
28,62 mg Sbst.: 78,48 mg CO,, 32,04mg H,O. — 148,49mg Sbst. verbr. 
5,79 ccm 0,1-n.NaOH. 
C,H 3.0, (256,4). Ber. C 74,94, H 12,58, Aquiv.-Gew. 256,4. 
Gef. C 74,83, H 12,52, Aquiv.-Gew. 256,4. 
«-Athyl-myristinsaiure-athylester: Sdp., 182°. 
«-Athyl-myristinsaure-amid: Aus Methanol und Aceton umkristallisiert, 
Schmp. 106—107°. 

4,313 mg Sbst.: 0,211 com N, (korr.), 22°, 737 mm (red.). 

CygH330N (255,4). Ber. N 5,49. Gef. N 5,49. 

a-n-Propyl-myristinséure 

27,6 g (1,2 Mol) Natrium, 303 g (1,5 Mol) n-Propyl-malonester (Sdp. 222°) 
und 249 g (1,0 Mol) n- Laurylbromid in 400 ccm absol. Athanol. 

n-Propyl-lauryl-malonester: 260,6 g (70,4°% d. Th.), Sdp.,;, 216—218°. 
Aus 134,1 g Ester erhielt man 80,6 g (82,4°% d. Th.). 

O-n- ‘Propyl- -myristinsaure. Sdp.,, 210°. Jchmp. 26, 5—27,6°. 

30,65 mg Sbst.: 84,65 mg CO,, 34,45 mg H,O. — 150,40 mg Sbst. verbr. 
5,57 ccm 0,1-n.NaOH. 

C,7H9,02 (270,4). Ber. C 75,50, H 12,67, Aquiv.-Gew. 270,4. 
Gef. C 75,37, H 12,58, Aquiv.-Gew. 269,9. 
a-n-Propyl-myristinsaure-athylester: Sdp., 187°. 
a-n-Propyl-myfistinséure-amid: Kristallisiert aus Methanol und Aceton, 
Schmp. 107,5—108 . 

4,261 mg Sbst.: 0,193 com N, (korr.), 22°, 736 mm (red.). 

C,,H;;ON (269,4). Ber. N 5,20. Gef. N 5,08. 

«-n-Butyl-myristinsaure 

27,6 g (1,2 Mol) Natrium, 324 g (1,5 Mol) n-Butyl-malonester (Sdp. 236°) 
und 249 g (1,0 Mol) n- Laurylbromid i in 400 com. absol. Athanol. 

n-Butyl-lauryl-malonester: 290,8 g (75,79, d. Th.). Sdp.,, 223—225°. 
Aus 209,2 g Ester erhielt man 139,8 g (90,4°% d. Th.) «-n-Butyl-myristinsaure. 
Sdp.,, 216°. Schmp. 29,5—30,5°. 

30,69 mg Sbst.: 85,36 mg CO,, 35,00 mg H,O. — 153,11 mg Sbst. verbr. 
5,36 com 0,l-n.NaOH. 

C1sH3e0. (284,5). Ber. C 75,99, H 12,76, Aquiv.-Gew. 284,5. 

Gef. C 75,90, H 12,77, Aquiv.-Gew. 285,8. 
a-n-Butyl-myristinsaure-athylester: Sdp., 192°. 
o-n-Butyl-myristinsiure-amid: zweimal aus 80-proz. Aceton umkristal- 

lisiert. Schmp. 109—109,5°. 
3,917 mg Sbst.: 0,171 ccm’ N, (korr.), 21°, 736 mm (red.). 
C,.H3,0N (283,5). Ber. N 4,95. Gef. N 4,91. 
n-Stearinsaure 
Handelspraparat (Ph. Helv. V). Einmal aus Petrolather umkristallisiert. 
Schmp. 69—69,5°. 
4,450 mg Sbst.: 12,422 mg CO,, 5,079 mg H,O. 
C,,H3,0," (284,5). ‘Ber. C 75,99, H 12,76. 
Gef. C 76,18, H 12,77. 
n-Stearinsdure-athylester: Sdp.,, 217°, Schmp. 32—33°. 
a-Methyl.-, «-Athyl-, «-n-Propyl- und a-n-Butyl-stearinsaure 
Die Darstellung dieser Siuren sowie die Gewinnung des erforderlichen Cetyl- 
jodids aus Walrat ist beschrieben in ,,Darstellung homologer d,l-a-n- Alkylstearin- 
sduren‘‘5?, 
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Synthesen der Abbauprodukte 

Cyclopentanon-«-carbonsaureathylester 

28 g (1,2 Mol) Natrium wurden in 400 cem siedendem Toluol (iiber Natrium 
destilliert) durch kraftiges Riihren fein verteilt, auf 60° abgekiihlt und mit 202 g 
(1 Mol) Adipinsaiure-diathylester (Sdp.,, 130°) versetzt. Nach 2-stdg. Kochen 
lie8 man die festgewordene Masse iiber Nacht erkalten und sauerte den Kolben- 
inhalt nach Zugabe von 150 ccm Toluol mit verdiinnter, auf 0° gekiihlter Salz- 
saure an. Abtrennen des Toluols, waschen mit Sodaliésung (5-proz.) und Wasser, 
trocknen mit CaCl,, abdestillieren des Toluols im Wasserstrahlvakuum, Destillation 
des Esters. Sdp.,, 113°. Ausb. 110,9 g (71,19% d. Th.). 


Cyclopentanon-a-athyl-«-carbonsaureathylester 

6,9 g (0,3 Mol) Natrium in 100 ccm absol. Athanol wurden auf —10° gekihlt 
und mit 46,6 g (0,299 Mol) Cyclopentanon-a-carbonsadureathylester in 
70 ccm absol. Athanol, ebenfalls auf —10° gekiihlt, vermischt. Nach 1 Stde. gab 
man 51,3 g (0,299 Mol + 10%) Athyljodid zu, worauf die Mischung 12 Stdn. in 
der langsam auftauenden Kaltemischung verblieb. Abdestillieren des Athanols 
im Vakuum (40—50° im Bad), Zugabe von Wasser zum Kolbeninhalt bis zur 
Lésung des Niederschlages, viermaliges Ausschiitteln des Esters mit Benzol, 
waschen der Benzol-Lésung viermal mit je 30 ccm auf 0° gekiihlter KOH (10-proz.), 
einmal mit bei 0' gesattigter Sodalésung, mit Wasser alkalifrei waschen, trocknen 
mit CaCl,. Abdestillieren des Benzols, Destillation des Cylopentanon-«-Athyl- 

a-carbonsadureathylesters, Sdp.j) 128—131°. Ausb. 32,5 g (59,1% d. Th.). 

Cyclopontencn-c-6-pfopyls-car bonsai vend sa pienter 

Aus 4,6 g (0,2 Mol) Natrium, 31,2 g (0,2 Mol) Cyclopentanon-a«-carbon- 
sdureaéthylester und 37,4 g (0, 2 Mol + 10%) n-Propyljodid. Arbeitsweise 
wie vorstehend bei der Athylverbindung. Sdp.,, 140—144°. Ausb. 19,0 g (48,0°%, 
d. Th.). 
Cyclopentanon-a-n-butyl-«-carbonsaureathylester 

Aus 9,2 g (0,4 Mol) Natrium, 62,4 g (0,4 Mol) Cyclopentanon- «-carbon- 
siureithylester und 80,5 g (0,4 Mol + 10%) n-Butyljodid in 75 ccm absol. 
Athanol. Arbeitsweise wie oben. Sdp.,, 153—156. Ausb. 42,3 g (49,99 d. Th.). 
a-Athyl- adipinsaure-diathylester 

0,64 g Natrium in 40 ccm absol. Athanol wurden mit 32 g (0,174 Mol) Cy- 
clopentanon-o-athyl-«-carbonsaureathylester 11/, Stdn. u. R. gekocht, 
der Alkohol weitgehend i. V. abdestilliert, mit Wasser versetzt und mit Ather 
ausgeschiittelt. Waschen der atherischen Lésung mit Wasser, trocknen mit CaCl,. 
Abdestillieren des Athers, Destillation des Esters: Sdp.,9 131—134°. Ausb. 26,3 g 
(65,79 d. Th.). 
oath aliipiaabinns Ati y heaton 

0,5 g Natrium in 20 ccm absol. Athanol wurden mit 18,8 g (0,095 Mol) Cy- 
clopentanon-a-n-propyl-a-carbonsaureadthylester 2 Stdn. u. R. gekocht. 
Aufarbeitung wie oben. Destillation des Esters: Sdp.,. 145—147 . Ausb. 12,0g 
(51,8% d. Th.). 
a-n-Butyl-adipinsaure-diathylester 

0,85 g Natrium in 40 ccm absol. Athanol wurden mit 42,3 g (0,2 Mol) Cy- 
clopentanon-a-n-butyl-«-carbonsauredthylester 2 Stdn. u. R. gekocht. 
Aufarbeitung wie oben. Sdp.,, des Esters: 157—159°. Ausb. 39,9 g (79,3°% d. Th.). 
a-Athyl-adipinsaure 

26,3 g (0,114 Mol) «-Athyl-adipinsaure-diathylester, 30 g KOH, 40 ccm 
H,0, 40 ccm Athanol (95-proz.). 3 Stdn. u. R. gekocht, weitgehendes Abdestillieren 
des Athanols, ansiuern mit verd. HCl, ausithern. Trocknen der atherischen Lésung 
mit Na,SO,, abdestillieren des Athers, bedecken des zuriickbleibenden gelben Ols 
mit rauch. HCl, allmahliche Kristallisation. Umkristallisiert aus Benzol/Petrol- 
ather. Schmp. 52,5—53°, Ausb. 18,6 g (93,99, d. Th.). 
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4,710, 3,719 mg Sbst.: 9,517, 7,505 mg CO,, 3,456, 2,724 mg H,O. — 49,61, 
51,77 mg Sbst. verbr. 5,72, 5,95 ccm 0,1-n.NaOH. 
C,H,,0, (174,2). Ber. C 55,16, H 8,10, Aquiv.-Gew. 87,1. 
Gef. C 55,14, 55,07, H 8,21, 8,20 Aquiv.-Gew. 86,9, 87,1. 
«-Athyl-adipinsaure-diamid 
Unmkristallisiert aus Wasser, Butanol und 80-proz. Aceton. Schmp. 179—179,5°. 
3,198 mg Sbst.: 0,468 cem N, (korr.), 25 , 745 mm (red.). 
C,H,,0,N, (172,2). Ber. N 16,28. Gef. N 16,43. 
a-n-Propyl-adipinsaure 
12g (0,049 Mol) «-n-Propyl-adipinsadure-diaithylester, 15 g KOH, 
20 cem H,0, 20 ccm Athanol (95-proz.). 3 Stdn. u. R. gekocht. Aufarbeitung wie 
oben bei o-Athyl-adipinséure. Das Verhalten der Schmelze unter dem Mikroskop 
und beim Lésen in Benzol deutete auf Verunreinigung der «-n-Propyl-adipinsaure 
mit n-Adipinsdure hin, Aquivalentgewicht 2—3°, zu niedrig. Daher Gegenstrom- 
verteilung zwischen Wasser und Ather im Apparat nach Grubhofer**: in Réhre 
Nr. 14 erschien n-Adipinséure (Schmp. 151°), in den Réhren 37, 38, 39 mit Gipfel 
in 38 fand sich die «-n-Propyl-adipinsiure. Umkristallisiert aus Benzol/Petrol- 
ather. Schmp. 55,5—56'. Ausb. 5,5 g (59,794 d. Th.). 
3,639 mg Sbst.: 7,681 mg CO,, 2,754mg H,O. — 45,38 mg Sbst. verbr. 
4,80 com 0,l-n.NaOH. 
CyH,,0, (188,2). Ber. C 57,43, H 8,57, Aquiv.-Gew. 94,1. 
K. Gef. C 57,61, H 8,47, Aquiv.-Gew. 94,5. 
a-n-Propyl-adipinsaure-diamid 
Umkristallisiert aus Wasser, Butanol und 80-proz. Aceton. Schmp. 181°. 
3,845 mg Sbst.: 0,504 com N, (korr.), 24°, 751 mm (red.). 
C,H,,0.N, (186,2). Ber. N 15,04. Gef. N 14,89. 
a-n-Butyl-adipinsaure be 
39,9 g (0,16 Mol), 45 g KOH, 60 ccm Athanol, 30 ccm H,O. 2 Stdn. u. R. 
gekocht. Aufarbeitung wie oben. Umkristallisation der freien Saiure einmal aus 
Salzsaure (rauch.), zweimal aus Benzol. Schmp. 62,5—63°. Ausb. 26,2 g (83,9% 
d. Th.). 
3,187 mg Sbst.: 6,958 mg CO,, 2,615 mg H,O. — 53,02 mg Sbst. verbr. 5,26 cem 
0,1-n.NaOH. 
CyoH1,0, (202,2). Ber. C 59,38, H 8,97, Aquiv.-Gew. 101,1. 
Gef. C 59,58, H 9,18, Aquiv.-Gew. 100,8. 
a«-n-Butyl-adipinsaéure-diamid 
Einmal aus Wasser, zweimal aus 80-proz. Aceton umkristallisiert. Schmp. 
182,5—183°. 
3,669 mg Sbst.: 0,448 com N, (korr.), 21°, 744 mm (red.). 
C,9H2,0.N, (200,2). Ber. N 13,76. Gef. N 13,88. 


Aufarbeitung der Faces 


Trocknen des quantitativ gesammelten Kotes im Trockenschrank bei 80—90°, 
pulverisieren in der Schrotmiihle. Vermischen des Trockenkotes mit festem NaHSO, 
(siccum), ungefahr einem Drittel des Kotgewichtes entsprechend. Zugabe von 
150—250 cem Aceton mit einem Wassergehalt von etwa 20°%. Zwei Stdn. unter 
RiickfluB kochen, abdestillieren zur Trockne, weiter trocknen im Vakuumexsic- 
cator (48 Stdn.). Extraktion mit Ather im Soxhlet (30 Stdn.). Abdestillieren des 
Athers vom Extrakt, verseifen des Riickstandes mit 100—200 ccm etwa 2-n. 
waBrig-athanolischer KOH. (112 g KQH, 700 ccm Athanol [95-proz.] und 300 ccm 
H,0.) 2 Stdn. unter RiickfluB kochen, nach Abkiihlen mit Petrolather ausschiitteln 
(dreimal je 100 ccm), im Petrolatherriickstand des Unverseifbare. Abdestillieren 
aller bis etwa 85° siedenden fliichtigen Anteile aus der wa6rig-ithanolischen, 
alkalischen Losung, ansdéuern mit 20-proz. Salzsiure und ausschiitteln der freien 
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Sauren mit Petrolather (dreimal je 100 ccm). Trocknen der petrolatherischen Aus- 
ziige mit etwas Na,SO,, abdestillieren des Petrolithers und aufnehmen des Riick- 
standes in wenig Aceton. Kristallisation. 
_ Kontrolle mit Calciumstearat: Durch doppelte Umsetzung in 70-proz. 
Athanol wurden aus Natriumstearat und Calciumchlorid 14g Ca-Stearat, ent- 
haltend 13,1 g Stearinsiure, gewonnen. Damit wurden saimtliche Arbeitsginge 
der Kot-Aufarbeitung durchgefiihrt, s. 0.; im Soxhlet-Extraktions-Riickstand 
fanden sich 13,0 g Substanz, der letzte Petrolat herriickstand enthielt nach Trocknen 
und Entfernen aller Petrolaitherspuren 11,9 g reine Stearinsdure (91,5 g°/, d. Th.), 
Schmp. nach einmaligem Umbkristallisieren aus Aceton: 68—69°. 

Kot-Aufarbeitung bei fettfreiem Futter: Zwei Hunde, F und O, er- 
hielten anschlieBend an einen Hungertag 4 Tage lang nur fettfreien Kartoffel- 
brei und Brot, tgl. je 2 kg Kartoffeln und 500 g Brot. Der Kot der 4 Tage wurde 
gesammelt und wie oben aufgearbeitet. Trockenkot: 179 g (F), 183 g (O). Soxhlet- 
Atherriickstand 14,8 g, 15,1 g. Freie Fettsiuren: 3,9 g, 5,8 g. Aus diesem letzten 
Petrolatherriickstand (= freie Fettsiuren) waren kristallisierte Substanzen nicht 
zu isolieren. 

(Die Ergebnisse der Facesaufarbeitung nach Fiitterung normaler und ver- 
zweigter Fettséuren finden sich bei der Beschreibung der betr. Fiitterungsversuche, 
8. Me). 


Analytische Bestimmung atherléslicher Sauren im Harn 

Arbeitsweise: Auffiillen des Harnvolumens von 24 Stdn. auf 1000 ccm, bei 
groBeren Volumina auf die nachst héhere, durch 50 dividierbare Zahl. Abpipet- 
tieren von 50 ccm in einen Scheidetrichter und anséuern mit 12 ccm 2-n.H,SO,. 
Dreimaliges Ausschiitteln mit je 100 ccm Ather. Abdestillieren des Athers, ver- 
setzen des Atherriickstandes mit 30 cem 2-n.NaOH, 1 Stde. unter RiickfluB kochen. 
Zugabe von 45 ccm 2-n.H,SO,. Wasserdampfdestillation: Beim Hund geniigen 
gewohnlich 300 ccm Destillat, sofern nicht aus der Fiitterung stammende wasser- 
dampffliichtige Abbauprodukte vorliegen. Beim Menschen sind 700—1000 ccm 
Destillat erforderlich (Benzoesiure!). Ausschiitteln des Riickstandes der Wasser- 
dampfdestillation mit dreimal je 60 ccm Petrolaither (Sdp. 35—45 ). Waschen 
mit dreimal je 10 ccm dest. Wasser. Abdestillieren des Petrolithers. AnschlieBend 
wird der Riickstand der Wasserdampfdestillation mit dreimal je 100: com Ather 
ausgeschiittelt, der atherische Auszug mit dreimal je 10 ccm dest. Wasser gewaschen 
und der Ather abdestilliert. 

Titrationen: Das Wasserdampfdestillat wird mit einem genau abge- 
messenen iiberschiissigen Volumen 0,1-n.NaOH versetzt, meist geniigen 5—10 ccm. 
Zuriicktitrieren des Uberschusses mit 0,l-n.H,SO,. (Phenolphthalein.) Petrol- 
ather-Riickstand: Aufnehmen in 50 ccm 70-proz. Athanol, Phenolphthalein 
zusetzen. Titration mit 0,l-n.NaOH. Ather-Riickstand: Ebenso wie Petrol- 
ather-Riickstand. Berechnung in Milliiquivalent (MA) Saure; 10 ccm 0,1-n.NaOH 
= 1MA. Umrechnung auf die Tagesharnmenge. 

Bei der Titration miissen die jeweiligen Leerwerte beriicksichtigt werden. 
Diese entstammen beim Petrolither- und Ather-Riickstand dem zum Lésen be- 
nutzten 70-proz. Athanol (je 50 ccm) und betragen 0,1—0,2 cem 0,1-n.NaOH. 
Petrolather und Ather selbst haben praktisch keine Saurewerte, da wir beide 
Lésungsmittel vor der Verwendung iiber Atznatron destillieren. Der Leerwert des 
Wasserdampfdestillates ist etwas héher, er betragt fiir 600 ccm Destillat etwa 
0,5 cem 0,1-n.NaOQH, wobei der Wasserdampfentwickler mit dest. Wasser und 
etwas Talkum beschickt ist und die mit Dampf durchstrémte Lésung entsprechend 
den Versuchen mit Harn aus einer Mischung von 30 ccm 2-n.NaOH mit 45 ccm 
2-n.H,SO, besteht. 


Modellversuche zur Bestimmung atherléslicher Sauren im Harn 


Genau abgewogene Proben verschiedener Saiuren wurden als Natriumsalze 
oder in freier Form in 50 cem Wasser oder Harn gegeben und dem gesamten 
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Arbeitsgang unterworfen. In Tab. 7 ist WD = Wasserdampfdestillat (wasser- 
dampffliichtige Sauren), PAR = Petrolatherriickstand (petrolatherlisliche, aber 
nicht wasserdampffliichtige Sauren), AR = Atherriickstand (atherlésliche, aber 
nicht wasserdampffliichtige und nicht petrolitherlésliche Sauren). Die in mg an- 
gegebenen Werte sind aus den verbrauchten ccm 0,1-n.NaOH errechnet. 


Tab. 7. Modellversuche zur Bestimmung dtherléslicher Sauren. 





Ein- os ms wieder- 
Substanz waage wD AR gefunden 


sx 


mg 


111,84 
104,11 
163,72 
211,99 
233,40 
269,15 


mg mg 





Capronsaure .| 113,68 | 111,84 
Caprylsiure .}108,1 | 104,11 
Caprinsaure .} 171,1 162,69 
Laurinsaure .| 206,52 | 195,07 
Myristinsaure} 231,10 | 174,93 
Palmitinsaure] 272,63 | 52,20 
3.7.11-Trime- 
thy]-laurin- 
saure . . .| 280,89 | 282,37 — 282,37 
2-Methyl-my- 
ristinsaure .| 246,02 | 103,78 241,03 
Phytansaure | 267,72 | 44,61 a= 257,80 
Benzoesaure .| 118,83 -| 107,11 1,81 112,55 
Sebazinsaure | 93,526 92,53 92,53 
Azelainsaure.| 105,35 100,94 100,94 
Korksaure .| 89,97 — 83,63 83,63 
Pimelinsaure | 85,72 63,08 63,08 
Adipinsaure .| 112,79 53,93 53,93 
Bernstein- 
sdure .. .| 113,50 7,67 7,67 
Propyl-bern- 

steinsiure .| 87,33 82,20 82,20 
B-Methyl- 
adipinséure.| 88,63 70,18 
B-n-Butyl- 
adipinsaure.| 108,29 — 102,96 
Caprylsaure 
mit Sebazin-| 104,00 96,42 
siure. . ..| 109,01 109,21 
Benzoesaure 
mit Harn*.| 122,24 | 115,34 — 
Sebazinsaure 
mit Harn* .| 105,70 — —- — |102,73 


* Ergebnisse nach Abzug der Leerwerte des betr. Harns. 


Plt dl 


— 
- 


70,18 
102,96 





























Harnanalysen bei Normalfutter 

Viertagige und achttagige Versuche, als Futter nur Kartoffelbrei und Brot 
(hier als ,,Normalfutter‘‘ bezeichnet). Nachstehend sind die ausgeschiedenen 
atherléslichen Sauremengen in Milliaquivalent Saure (MA) angegeben. Drei Hunde: 
F, O und 8. Kérpergewicht je 12—14kg. Pro Versuchstag im Harn ausgeschie- 
dene atherlésliche Siuren: Wasserdampfflichtige Sauren (WD) traten gar 
nicht oder héchstens in Spuren auf, nicht fliichtige, petrolatherlésliche Séuren 
(PAR) fehlten stets, an sonstigen 4therléslichen Sauren (AR) wurde gefunden: 
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. Hund F. 8 Versuchstage. AR-Werte: 0,80; 1,44; 0,76; 0,76; 0,62; 1,30; 
0,73; 0,83 = zus. 7,24 MA. 7 

. Hund F. 4 Versuchstage. AR-Werte: 0,50; 0,86; 1,06; 0,83 = zus. 3,25 MA. 

Hund O. 8 Versuchstage. AR-Werte: 0,84; 1,28; 0,64; 0,57; 0,81; 0,76; 

0,88; 0,62 = zus. 6,40 MA. 

. Hund O. 8 Versuchstage. AR-Werte: 0,69; 0,58; 0,88; 0,84; 0,70; 0,77; 0,96; 

0,96 = zus. 6,38 MA. ei - 

. Hund O. 4 Versuchstage. AR-Werte: 0,59 ; 0,98; 1,38; 0,74 = zus. 3,69 MA. 

. Hund S. 8 Versuchstage. AR-Werte: 0,84; 0,52; 0,72; 1,01; 0,71; 0,92; 0,60; 
0,90 = zus. 6,22 MA. : iy 

7. Hund 8. 4 Versuchstage. AR-Werte: 0,88; 1,13; 1,08; 0,65 = zus._3,74 MA. 


Tagliche Durchschnittswerte 
Hund F: 10,49 MA in 12 Tagen = 0,87 Millidquivalent Saure/Tag 
Hund O: 16,47 MA in 20 Tagen = 0,82 Millidquivalent Saure/Tag 
Hund S: 9,96 MA in 12 Tagen = 0,83 Milliiquivalent Saure/Tag. 
Weshalb ganz vereinzelt Wasserdampfwerte auftreten, ist bisher nicht ge- 
klart. Methodische Fehler, z. B. Uberspritzen der sauren Lésung wahrend der 
Wasserdampfdestillation, konnten ausgeschlossen werden. 


oo - wr 


Praparative Aufarbeitung des Harns 
Arbeitsweise 

Einengen des Harns bei schwach alkalischer Reaktion auf dem Wasserbade 
oder iiber kleiner offener Flamme auf etwa 4/, seines nativen Volumens, danach 
mit 2-n.H,SO, auf py 1—2 ansauern. Extraktion mit Ather im rasch laufenden 
Kutscher-Steudel-Apparat (100—150 Stdn.). Trocknen des Atherextraktes (800 
bis 1000 ccm) mit Na,SO,, abdestillieren des Athers. Veresterung des Atherriick- 
standes mit groBem Athanol-UberschuB, meist dreimaliges Abdestillieren von je 
200 ccm Athanol-Toluol-Gemisch (2:1) unter Zusatz von 0,2—0,3 ccm konz. H,SO,. 
Bedecken des Estergemischs mit 250 ccm niedrig siedendem Petrolither, Zugabe 
von etwas festem NaHCO,. Mehrere Stunden stehen lassen, in Abstanden gelinde 
schiitteln. AbgieBen des Petrolathers, noch dreimal mit je 100 ccm Petrolather 
ausziehen. Waschen der vereinigten Petrolitherausziige mit dreimal je 10 ccm 
dest. Wasser, trocknen mit wenig CaCl,. Abdestillieren des Petrolathers, frak- 
tionieren des Riickstandes bei 11—14 mm, nétigenfalls gegen Ende bei 0,5 mm iiber 
kleine Spiralbandkolonne. Je nach Menge und Siedepunkten in 3—5 Fraktionen 
aufteilen. 

Aufnehmen jeder Fraktion in 20 ccm Athanol, Zusatz von je 20 com 20-proz. 
waBriger KOH, 2 Stdn. u. R. verseifen, Athanol abdestillieren, ansiuern mit HCl, 
ausschiitteln mit Ather oder bei den ersten Fraktionen Atherextraktion. Abdestil- 
lieren des Athers, Kristallisationsversuche. 

Aufarbeitung des bei fettfreiem Futter gewonnenen Harns: Der 
Harn zweier achttagiger Versuche der Hunde F u. O, bzw. der Hunde O u. S 
(s. Tab. 6) wurde vereinigt und aufgearbeitet. Die Destillation der petrolither- 
léslichen Ester ergab: 


1. 80—120°/12 mm = 0,4g bei F u. O, 0,5 g bei O u. S. 


2. 120—160°/12 mm = 0,5 g 0,5 g 
3. 160—170°/12 mm = 0,5 g 0,5 g 
zus. 1,4 ¢ zus. 1,5 g 


Destillationsriickstande: weniger als 0,1 g tiefbraunes Ol. Die Verseifung der 
drei Fraktionen ergab bei 2. und 3. nicht kristallisierende Ole, bei 1. erhielt man 
Kristalle, die die Eigenschaften einer unreinen Oxalsiure aufwiesen. Die Riick- 
standsbestimmung des Calciumsalzes lieferte einen um etwa 1% unter der Theorie 
liegenden Wert. Da in allen folgenden Fiitterungsversuchen die Fraktion 1. (80 
bis 120°/12 mm) nicht erhéht war, wurde deren spezielle Aufarbeitung zuriick- 


gestellt. 


19* 
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Viertagige Fiitterungsversuche mit Naturfetten 
Hier sind die Fiitterungsversuche mit Naturfetten und n-Laurinsaure-tri- 

glycerid zusammengefaBt; bei dieser Gruppe wurde auf die praparative Aufar- 
beitung von Harn und Kot verzichtet. Die graphische Darstellung der AR-Werte 
(Vier-Tage-Summe) in Abb. 2 (s. 0.) beruht auf diesen Versuchen. Die WD-Werte 
sind dort nicht beriicksichtigt, da nur bei Laurinsauretriglycerid eine nennenswerte 
Ausscheidung wasserdampffliichtiger Saiuren auftrat (s. u.). Die Fraktion der 
petrolatherléslichen, nicht wasserdampffliichtigen Sauren war stets negativ. 
Fiitterung der Fette am 1., bei K, am 1. und 2. Versuchstag. 
Ausscheidung atherléslicher Saiuren im Harn 
60 g Maiskeimél. Hund T. AR-Werte: 0,73; 1,47; 0,96; 0,96 = zus. 4,12 MA. 
60 g ErdnuBfett. Hund A. AR-Werte: 0,84; 1,13; 0,68; 0,51 = zus. 3,16 MA. 
60 g Butterfett. Hund S. AR-Werte: 1,19; 0,75; 0,66; 0,94 = zus. 3,54 MA. 
60 g Rapsdl. Hund S. AR-Werte: 1,19; 0,60; 0,55; 0,67 = zus. 8,01 MA. 
60 g Kokosfett (K,). Hund 8S, AR- ] 

Werte: 0,66; 0,79; 0,77; 0,99 = zus. 8,21 MA. 
120 g Kokosfett (K 2). Hund F. AR- . 

Werte: 1,11; 2,66; 1,81; 1,06 = zus. 6,64 MA. 
60 g n-Laurinsdure-triglycerid. Hund S. - 

AR-Werte: 0,89; 1,27; 0,95; 1,08 = zus. 4,19 MA. 

WD-Werte: 0,63; 1,42; 0,61; 0,0 = zus. 2,66 MA. 

In den folgenden Fiitterungsversuchen mit Substanzen aus der Myristin- 

und Stearinséuregruppe bestand die Grundnahrung, wenn nichts anderes 
vermerkt ist, wie-bei den vorhergehenden Versuchen aus Kartoffelbrei und Brot. 
Die zu priifende Verbindung wurde im Brei verriihrt. Die Fraktion der nicht 
wasserdampffliichtigen, petrolatherléslichen Saéuren (PAR) des Harns bleibt 
fortan unerwahnt, weil diese Saéurefraktion in keinem der Versuche ausgeschieden 
wurde. Die im Harn ausgeschiedenen atherléslichen Saiuren wurden wiederum 
getrennt in wasserdampffliichtige (= WD) und in nicht fliichtige und 
nicht petrolatherlésliche (= AR), ihre Mengen sind angegeben in Milli- 
aiquivalent Séure (= MA). 


Fiitterungsversuche mit normaler und «-methylierter Myristin- 
saure 


Ausscheidung atherléslicher Sauren im Harn 

1. n-Myristinsaure-athylester: 51,2 g = 0,2 Mol, entspr. 45,6g freier 
Myristinsiure. Hund F, 4 Versuchstage, Gesamtmenge am 1. Tage verfiittert. 
WD-Werte: 1,00; 0,66; 0,0; 0,27 = zus. 1,93 MA. AR-Werte: 0,90; 0,76; 0,58; 
1,03 = zus. 3,27 MA. 

2. «-Methyl-myristinsaure-aithylester: 54,0 g = 0,2 Mol, entspr. 48,4 g 
freier Saure. Hund F. 4 Versuchstage, Gesamtmenge am 1. Tage verfiittert. 
WD-Werte: stets negativ. AR-Werte: 1,01; 1,00; 1,04; 0,93 = zus. 3,98 MA. 

3. «-Methyl-myristinsaure-triglycerid: 64,0 g = 0,25 Mol, entspr. 
60,5 g freier Saure. Hund F. 8 Versuchstage, in den ersten 4 Tagen je 15 g, am 
5. Tage 4g verfiittert. WD-Werte: stets negativ. AR-Werte: 0,96; 0,88; 0,92; 
0,96; 1,00; 0,83; 0,62; 0,54 = zus. 6,71 MA. 

Aufarbeitung des Kotes 

n-Myristinsaure-athylester: Trockenkot = 101g. Der letzte Petrol- 
atherriickstand lieferte aus Aceton Kristalle, insgesamt 0,8 g. Schmp. 50—52°. 
Misch-Schmp. 49—52?. 

a-Methyl-myristinsaure-athylester: Kot nicht gesammelt. 

a-Methyl-myristinsaure-triglycerid: Trockenkot = 179g. Letzter Pe- 
trolatherriickstand: 9,7 g tiefbraunes Ol, bei —5° erstarrt. Zweimal aus Aceton 
umkristallisiert, insgesamt 5,7 g. Schmp. 33—35', Misch-Schmp. 34—36°. 
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Aufarbeitung des Harnes 
1, n-Myristinséure-athylester: Die Fraktionierung der petrolither- 
léslichen Ester dieses viertagigen Versuches lieferte im ganzen nur 0,4 g, die von 
80—160°/12 mm destillierten. Nicht weiter aufgearbeitet. 
2. Der achttagige Fiitterungsversuch mit 64g. «-Methyl-myristinsaure-tri- 
glycerid lieferte als petrolatherlésliche Ester: 
1. 80—120'/12 mm = 0,3 g 
2. 120—160 /12 mm = 0,3 g 
3. 160—170 /12 mm = 0,4 ¢ 
zus. 1,0 g. 
Die Verseifung der drei Fraktionen fiihrte zu den gleichen Ergebnissen wie die Auf- 
arbeitung des Normalharns (S. 286). 


Fitterung von «-Athyl-myristinsaure-triglycerid 

Ausscheidung atherléslicher Saiuren im Harn 

0,25 Mol des Triglycerids = 67,2 g, praktisch 68 g, entsprechend 64g 
freier x-Athyl-myristinsaure. Hund F. 8 Versuchstage, in den ersten 4 Tagen 
je 15g, am 5, Tage 8 g verfiittert. AR-Werte: 1,30; 3,26; 6,18; 2,22; 3,94; 0,53; 
0,44; 0,94 = zus. 18,81 MA. 
Aufarbeitung des Kotes 

Trockenkot = 242 g. Letzter Petrolitherriickstand (freie Fettsiuren) nicht 
geniigend rein, deshalb mit Athanol/Toluol verestert. Die von 180—198°/12 mm 
siedende Esterfraktion = 10,4 g wurde verseift und die Saure freigesetzt. Sdp.,, 
230—235°. Ausb. 7,2 g. Schmp. 26—28°. Misch-Schmp. 26—29°. 


Aufarbeitung des Harns 
Das petrolitherlésliche Estergemisch wurde in drei Siedebereiche zerlegt: 
1. 80—120°/10 mm = 0,4 g 
2. 120—150°/10 mm = 0,8 g 
3. 150—170°/10 mm = 1,0g 
zus. 2,2g 


Die aus den Fraktionen 2. und 3. freigesetzten Sauren waren nicht zum Kristal- 
lisieren zu bringen. Aus beiden Fraktionen lieB sich aber ein kristallines Amid 
gewinnen (zus. 0,4 g roh), welches nach zweimaligem Umkristallisieren aus Me- 
thanol/Petrolither bei 179° schmolz. Misch-Schmelzpunkte und N-Analysen 
sprachen fiir «-Athyl-adipinsaure-diamid. Misch- Schmp. mit synthetischem 
a-Athyl-adipinsaure-diamid: 179—179,5°; Misch-Schmp. mit einem nach Fiitterung 
von «-Athyl-stearinsaure (s. u.) aus Harn gewonnenen «-Athy]-adipinsiure-diamid: 
178,5—179,5°. 

1,868 mg Sbst.: 0,261 com N, (korr.), 22’, 750 mm (red.). 

C,H,,0,N, (172,2). Ber. N 16,28. Gef. N 15,95. 


Fitterung von a-n-Propyl-myristinsaure-triglycerid 

Ausscheidung atherléslicher Siuren im Harn 

0,25 Mol des Triglycerids = 70,7 g, praktisch 71g, entspr. 67,5 g freier 
a-n-Propyl- -myristinsadure. Hund F. 8 Versuchstage, an den ersten 2 Tagen 
je 15 g, am 3.—5. Tage je 12 g, am 6. Tage 5 g verfiittert. AR-Werte: 6,64; 5,96; 
5,44; 5,26; 6,81; 4,97; 2,80; 1,86 = zus. 39,74 MA. Ausscheidung am 9. Tage 
wieder im ‘normalen Bereich (0,91 MA). 
Aufarbeitung des Kotes 

Trockenkot = 176 g. Letzter Petrolatherriickstand relativ rein. Nach zwei- 
maligem Umkristallisieren aus wenig Aceton erhielt man 4,6 g n-Propyl-myristin- 
saure. 


Schmp. 26—27,5°, Misch-Schmp. 25—27°. 
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Aufarbeitung des Harns 


Durch Destillation der petrolitherléslichen Ester erhielt man: 
1. 80—120°/12 mm = 0,5 g 
2. 120—150°/12 mm = 1,4 ¢ 
3. 150—180°/12 mm = 2,6 g 
zus. 4,5 g. 


Aus den verseiften Esterfraktionen 2. und 3. wurden isoliert: 

Aus 2.: Kristalle aus rauchender Salzsiure, nach zweimaligem Umkristal- 
lisieren aus Salzsiure Schmp. 46—54°. Bei nochmaliger Kristallisation aus Salz- 
sure unter Zusatz von einigen Tropfen Aceton erhielt man eine bei 71,5—72,5° 
schmelzende Fraktion. (0,3 g). Kristallisation aus Benzol/Petrolather: Schmp. 
73,5—74°, 

3,511, 3,448 mg Sbst.: 7,379, 7,237 mg CO,, 2,776, 2,711 mg H,O. 

Propyladipinsaure C,H,,0, (188,2). Ber. C 57,43, H 8,57. 

Gef. C 57,35, 57,28, H 8,85, 8,80. 

Eine weitere Kristallfraktion aus der salzsauren Mutterlauge hatte den Schmp. 
51—54° (0,3 g). 

3,789 mg Sbst. 8,020 mg CO,, 2,940 mg H,O. — 48,07 mg Sbst. verbr. 5,10 com 
0,1-n. NaOH. 

Propyladipinsaure C,H,,0, (188,2). Ber. C 57,43, H 8,57, Aquiv.-Gew. 94,1 
Gef. C 57,76, H 8,68, Aquiv.-Gew. 94,3. 

Aus 3. Bei —10° Kristalle aus rauchender Salzsiure. Nach dreimaligem 
Umkristallisieren-aus HCl erreichte der Schmp. 73,5—74’. Ausb. 1,5 g. 

3,501 mg Sbst.: 7,387 mg CO,, 2,730 mg H,O. — 35,60 mg Sbst. verbr. 3,76 com 
0,1-n.NaOH. 


Propyladipinsaure C,H,,0, (188,2). Ber. C 57,43, H 8,57, Aquiv.-Gew. 94,1. 
Gef. C 57,58, H 8,73, Aquiv.-Gew. 94,67. 


Misch-Schmelzpunkte: 
Hochschmelzende Kristalle aus Esterfraktionen 2 und 3: 72,5—73,5°. 
Niedrigschmelzende Kristalle aus Esterfraktion 2 mit synthet. «-n-Propyl- 
adipinséure: 51—53°. 
Hochschmelzende Kristalle aus Esterfraktion 3 mit synthet. «-n-Propyl- 
adipinsiure: 53—72°. 
(Synthet. «-n-Propyl-adipinsaure allein: 55,5—56°.) 


Fitterung von o-n-Butyl-myristinsiure-triglycerid 


Ausscheidung atherléslicher Saiuren im Harn 

1. 0,25 Mol des Triglycerids = 74,1 g, praktisch 75g, entspr. 71 g freier 
o-m-Butyl-myristinsiure. Hund F. 12 Versuchstage, in den ersten 7 Tagen 
je 10g, am 8. Tage 5g verfiittert. WD-Werte positiv am 3. (2,16 MA) und 4. 
(0,40 MA) Versuchstage = zus. 2,56 MA. AR-Werte: 3,60; 4,24; 6,24; 2,80; 3,16; 
4,32; 4,64; 4,08; 2,36; 3,00; 1,58; 0,97 = zus. 40,99 MA. 

2. 0,2 Mol des Triglycerids = 59,3 g, praktisch 60g, entspr. 56,8 g freier 

o-n- Butyl- -myristinsiure. Hund 0. 10 Versuchstage, in den ersten 6 Tagen je 
10 g verfiittert. Nur am 6. Versuchstage trat ein kleiner WD-Wert auf (0,56 MA). 
AR-Werte: 1,88; 2,32; 2,96; 2,88; 2,84; 3,52; 1,92; 1,60; 1,80; 1,18 = zus. 22,90 MA. 

Die Ausscheidung lag ‘bei Hund F erst am 12., bei Hund O erst am 10. Ver- 
suchstage wieder im normalen Bereich. 

Um bessere Vergleichsméglichkeiten zu den achttagigen Versuchen mit 
anderen verzweigten Sauren zu haben, wurde fiir die graphische Darstellung 
(s. Abb. 4) auf 8 Versuchstage umgerechnet unter Benutzung des taglichen durch- 
schnittlichen Leerwertes. Dieser betragt fiir Hund F: 0,87 MA/Tag, fiir Hund O: 
0,82 MA/Tag (s. S. 287). 
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Hund F: in 12 Tagen = 40,99 MA Hund O: in 10 Tagen = 22,90 MA 
—3,48 MA — 1,64 
in 8 Tagen = 37,51 MA in 8 Tagen = 21,26 MA 
Aufarbeitung des Kotes: Trockenkot bei F = 223 g, bei O = 45g. Bei 
F wurde iiber den Athylester gereinigt, Sdp.,, 198—202 = 6,0g. Daraus freie 
Butyl-myristinsaure: 4,6g. Sdp.,, 219—223°. Schmp. 25,5—17’. Misch- 
Schmp. 26—29 . Bei O enthielt der letzte Petrolitherriickstand bedeutend mehr 
freie Saure: 22,8 g Athylester vom Sdp.,, 198—202 lieferten 17,0 g freie Butyl- 
myristinsdure. Sdp.,, 218—224. Schmp. 25—27’. Misch-Schmp. 26—29’. 
Aufarbeitung des Harns: Zur praparativen Aufarbeitung wurden die 
Harnvolumina beider Versuche vereinigt. Man erhielt folgende petrolitherlésliche 


Esterfraktionen : 
1. 80—120°/12 mm = 0,8 g 
2. 120—150°/12 mm = 2,0g 
3. 150—170°/12 mm = 1,8 g 
4. 150—170°/0,5 mm = 3,1 g 
zus. = 7,7 g. 


Aus den Esterfraktionen 3. und 4. gelang die Isolierung kristalliner Sauren. 

Aus 3: Kristalle aus rauchender Salzsaiure, Tonteller, nochmals aus rauch. 
HCl. Trocknen i. V. tiber Atznatron. Schmp. 58—60’. Ausb. 0,9g. Nochmals 
aus Wasser umkristallisiert: Schmp. 61,5—62°. 

3,610 mg Sbst.: 7,865 mg CO,, 2,892 mg H,O. — 42,10 mg Sbst. verbr. 4,13 com 
0,1-n.NaOH. i 
Butyladipinsaure C,9H,,0, (202,2). Ber. C 59,38, H 8,97, Aquiv.-Gew. 101,1. 

Gef. C 59,45, H 8,97, Aquiv.-Gew. 102,0. 

Schmp. des Amids: 180,5—182°. Misch-Schmp. mit dem Amid der syn- 
thetisch gewonnenen a-n-Butyl-adipinsiure: 181—182,5°. 

Aus 4.: Kristalle aus rauchender Salzsaure, iiber Atznatron i. V. getrocknet, 
umkristallisiert aus Petrolather mit etwas Aceton, nochmals aus Essigester/Petrol- 
ather. Schmp. 60—61°. Ausb. 1,3 g. 

3,409 mg Sbst.: 7,455 mg CO,, 2,703 mg H,O. 49,91 mg Sbst. verbr. 4,89 ccm 
0,1-n.NaOH. ~ 
Butyladipinsaure C,)9H,,0, (202,2). Ber. C 59,38, H 8,97, Aquiv.-Gew. 101,1. 

Gef. C 59,70, H 8,88, Aquiv.-Gew. 102,0. 
Misch-Schmelzpunkte: 

Frakt. 3 mit Fraktion 4: 60,5—62’. 

Frakt. 3 mit der nach Fiitterung von «-Butyl-stearinsiure erhaltenen Butyl- 

adipinsaure (s. u.): 61—62,5°. 

Frakt. 3 mit synthetisch dargestellter «-Butyl-adipinséure: 59,5—61°. 

Frakt. 4 mit synthetisch dargestellter «-Butyl-adipinsaure: 58,5—60°. 


Fitterung von n-Stearinsaure-aithylester 
Ausscheidung atherléslicher Saiuren im Harn 

1. 0,03 Mol Ester = 9,4 g, praktisch 10 g, entspr. 8,5 g freier Stearinsaure. 
Hund §S. 4 Versuchstage, Gesamtmenge am 1. Tage verfiittert. WD-Werte: stets 
negativ. AR-Werte: 0,65; 0,78; 0,93; 0,63 = zus. 2,99 MA, | 

2. Wie Versuch 1. Hund F. WD-Werte: stets negativ. AR-Werte: 0,86; 
1,03; 0,58; 0,60 = zus. 8,07 MA. 

3. 0,3 Mol Ester = 93,6 g, praktisch 94g, entspr. 85,2 g freier Stearin- 
saure. Der Ester wurde in einen Kuchen aus Weizenmehl, Wasser und Back- 
pulver eingebacken. Hund F. WD-Werte traten am 1. und 2. Tage auf (2,84 und 
0,67 MA). AR-Werte: 0,89; 1,53; 0,51; 0,98 = zus. 3,91 MA. 

Aufarbeitung des Kotes: Trockenkot bei S: 116 g, bei F (10 g Ester ge- 
fiittert): 130 g, bei F (94 g Ester gefiittert): 163 g. Bei den beiden erstgenannten 
Versuchen gelang es nicht, aus den letzten Petrolatherriickstanden (3,6 g bei S, 
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4,2 g bei F) n-Stearinséure:zu isolieren. Der dritte Versuch lieferte einen noch sehr 
unreinen Petrolatherriickstand (14,8 g), der in den Athylester iibergefiihrt wurde. 
Sdp.,, 194—205°. Ausb. 98 g. Durch Verseifen und’ Umkristallisieren der freien 
Saure aus Aceton erhielt man 7,7 g n-Stearinsaiure. Schmp. 59—61°. Misch- 


Schmp. 59—62°. 
Aufarbeitung des Harns: Die Harnvolumina der drei Versuche wurden 


vereinigt. Destillation der petrolaitherléslichen Ester: 
1. 75—100°/12 mm = 0,7 g 
2. 100—150°/12 mm = 0,3 g 
‘3. 150—1859/12 mm = 0,5 g 
zus. = 1,5 g. 
Die Aufarbeitung der Fraktionen 2. und 3. ergab nicht kristallisierende Ole, 
Frakt. 1 enthielt Oxalsiure, die mit schwer abzutrennenden Begleitsubstanzen 
verunreinigt war. Sie wurde vorliufig nicht weiter aufgearbeitet. 


Fitterungsversuche mit a-Methyl-stearinsaure 
Ausscheidung atherléslicher Siuren im Harn 


1, «-Methyl-stearinsaure-athylester: 0,03 Mol = 9,8 g, praktisch 10 g 


entspr. 8,9 g freier Séure. Hund F. 4 Versuchstage, Gesamtmenge am 1. Tage 
verfiittert. Geringer WD-Wert am 1. Tage (0,75 MA). AR-Werte: 0,29; 0,97; 
0,95; 0,57 = zus. 2,88 MA. 4 

2. «-Methyl-stearinsaure: 0,068 Mol = 25 g. Hund S. AR-Werte: 0,89; 
1,38; 0,98; 1,04 = zus. 4,29 MA. 

3. «-Methyl-stearinsaure-athylester: 0,25 Mol = 81,5 g, entspr. 74,5 g 
freier Séure. Hund F. 4 Versuchstage, gesamte Dosis am 1. Tage verfiittert. 
AR-Werte: 1,43; 0,58; 1,08; 0,84 = zus. 8,98 MA. 

4. «-Methyl-stearinsiure-athylester: 0,2 Mol = 65,2 g, praktisch 66 g, 
entspr. 59,6.g freier Siure. Hund O. 8 Versuchstage, an den ersten 4 Tagen je 
15g, am 5. Tage 6 g verfiittert. AR-Werte: 1,12; 0,60; 0,99; 0,66; 0,73; 0,68; 
0,60; 0,73 = zus. 6,11 MA. 

Aufarbeitung des Kotes 

1. «-Methyl-stearinsaiure-athylester (10g, Hund F): Trockenkot = 
125 g. Aus dem letzten Petrolatherriickstand (4,4 g) lieB sich keine «-Methyl- 
stearinsiure gewinnen. 

2. «-Methyl-stearinsaure (25g, Hund 8): Trockenkot = 83g. Letzter 
Petrolatherriickstand (10,5 g) lieferte nach Kristallisation aus Aceton 4,8 g freie 
Saure. Schmp. 51,5—53 . Misch-Schmp. 52—53,5'. 

3. «-Methyl-stearinsaure-aithylester (81,5 g, Hund F): Trockenkot = 
172g. Aus dem letzten Petrolitherriickstand (25,1 g) durch zweimaliges Um- 
kristallisieren insgesamt 19,3 g freie Sure. Schmp. 50—52°. Misch-Schmp. 52—53°, 

4. «-Methyl-stearinsaiure-athylester (65,2g, Hund QO): Trockenkot 
= 253 g. Aus dem letzten: Petrolatherriickstand (23 g) nach zweimaligem Um- 
kristallisieren aus Aceton 17,1 g freie Saéure. Schmp. 52—53'. Misch-Schmp. 
52—54°, 

Aufarbeitung des Harns 

Die Harnvolumina des Versuches mit Hund F (81,5 g Athylester gefiittert) 
und des Versuches mit Hund O (66 g Ester gefiittert) wurden vereinigt und pra- 
parativ aufgearbeitet. Fraktionierte Destillation der petrolitherléslichen Ester: 

1. 80—100°/14 mm = 0,4 g 
2. 100—150°/14 mm = 0,1 g 
3. 150—170°/14 mm = 0,8 g 

zus. = 1,3 g. 


Nach der Verseifung lieferte Frakt. 1 stark verunreinigte Oxalsaiure, Frakt. 2 
lieB sich mangels Masse nicht weiter aufarbeiten und Frakt. 3 blieb dlig. 
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Fitterungsversuche mit «-Athyl-stearinsaure 


Ausscheidung atherléslicher Sauren im Harn 

1. «-Athyl-stearinsiure-athylester: 0,06 Mol = 20,4g, entspr. 18,7 g 
freier Siure. Hund S. 4 Versuchstage, gesamte Dosis am 1. Tage verfiittert. Der 
4. Versuchstag wurde nicht untersucht, aus Griinden des besseren Vergleichs ist 
in der graphischen Darstellung (Abb. 3) der Durchschnittswert von Hund S 
(0,83 ) eingesetzt. AR-Werte: 2,25; 3,30; 2,07; 0,83 (ber.) = zus. 8,45 MA. 

2. «-Athyl-stearinséiure-athylester: 0,1 Mol = 34 g, entspr. 31,2 g freier 
Saure. Hund F. 4 Versuchstage, Gesamtmenge am 1. Tage verfiittert. Dabei war 
der Ester in einen Kuchen aus Weizenmehl, Wasser und Backpulver eingebacken. 
WD-Werte: am 2. (1,72 MA) und 3. (0,36 MA) Versuchstage. AR-Werte: 1,24; 
4,11; 3,04; 1,70 = zus. 10,09 MA. 

3. «-Athyl-stearinsaure-triglycerid: 0,2 Mol = 64,9g, prakt. 65g, 
entspr. 62,4 g freier Saiure. Hund O. 8 Versuchstage, in den ersten 3 Tagen je 
10 g, am 4. Tag 20 g, am 6. Tag 15 g verfiittert. AR-Werte: 3,44; 3,16; 3,24; 5,24; 
1,78; 3,64; 2,40; 0,96 = zus. 28,86 MA. ‘ 

Aufarbeitung des Kotes: 1. Hund S (20,4g Athylester): Trockenkot 
= 129g. Letzter Petrolitherextrakt (freie Fettsiuren) = 7,8 g; daraus durch 
Kristallisieren aus Aceton 2,0g Athylstearinsiure. Schmp. 45,5—47°, Misch- 
Schmp. 43,5—46,5°. 2. Hund F. (34 g Athylester): Trockenkot = 125 g. Letzter 
Petrolatherriickstand = 16,1 g. Daraus Athylester, Hauptmenge siedete bei 
178—202°/0,7-mm = 12,2 g. Verseifen und einmaliges Umkristallisieren der Saure 
aus Aceton. Ausbeute: 9,3 g Schmp. 42,5—44,5°. Misch-Schmp.: 42,5—45°. 
3. Hund O (65 g Glycerid): Trockenkot = 94 g. Letzter Petrolaitherriickstand = 
10,4 g. Zweimal aus Aceton kristallisiert: 5,7 g «-Athyl-stearinsaure. Schmp. 
40—42°, Misch-Schmp. 41—44°. 

Aufarbeitung des Harns 

Die Harnvolumina der Versuche 2 (Hund F) und 3 (Hund O) wurden zur Auf- 

arbeitung vereinigt. Destillation der petrolatherléslichen Ester: 


1. 80—125°/11 mm = 1,lg 
2. 125—150°/11 mm = 1,7 g 
3. 150—1759/11 mm = 1,2 g 

zus. = 4,0g. 


Die aus den Frakt. 2 und 3 freigesetzten Sauren blieben élig. Aus Frakt. 2 
lie8 sich aber ein kristallisiertes Amid gewinnen (0,6 g roh), welches nach drei- 
maligem Umbkristallisieren aus Wasser, Butanol und 80-proz. Aceton bei 179° 
schmolz. 

2,141 mg Sbst.: 0,312 com N, (korr.), 27°, 751 mm (red.). 

C,H,,0.N, (172,2). Ber. N 16,28. Gef. N 16,39. 

Misch-Schmp. mit synthetischem a-Athyl-adipinsdurediamid: 178,5 
bis 179°. 


Fitterungsversuche mit a-n-Propyl-stearinsaure 
Ausscheidung atherléslicher Siuren im Harn 

1. «-n-Propyl-stearinsaiure-triglycerid: 0,1 Mol = 33,9 g, prakt. 34g, 
entspr. 32,6 g freier Saure. Hund S. Das in einen Kuchen verbackene Triglycerid 
wurde nur widerstrebend gefressen, Versuch nach 5 Tagen abgebrochen. WD- 
Werte: am 2. und 5. Tage (0,36; 0,14 MA). AR-Werte: 6,84; 10,90; 2,44; 4,20; 
(2. u. 3. Tag zur Analyse vereinigt) = zus. 24,88 MA. 

2. a-n-Propyl-stearinséiure-athylester: 0,2 Mol = 70,8 g, prakt. 71 g, 
entspr. 65,2 g freier Saure. Hund O. Der in Kartoffelbrei verriihrte Ester wurde 
gut aufgenommen. 8 Versuchstage, in den ersten 5 Tagen je 12 g, am 6. Tage 11 g 
verfiittert. Ein WD-Wert am 3. Tage: 0,90 MA. AR-Werte: 2,05; 14,85 (2. u. 
3. Tag); 4,54; 6,91; 7,04; 3,50; 1,93 = zus. 40,82 MA. 
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Aufarbeitung des Kotes: 1. Hund § (34 g Glycerid), Trockenkot = 34 g. 
Letzter Petrolatherriickstand = 3,7 g. Daraus durch einmaliges Umkristallisieren 
aus Aceton: 2,7g Propyl-stearinsiure. Schmp. 39—42’. Misch-Schmp. 
40,5—44’. 2. Hund O (71g Athylester), Trockenkot = 37g. Letzter Petrol- 
atherriickstand = 4,1g. ‘Einmal aus Aceton: 1,1g Propyl-stearinsaure. 
Schmp. 40—43°. Misch-Schmp. 41,5—45°. 

Aufarbeitung des Harns: Die Harnvolumina beider Fiitterungsversuche 
wurden vereinigt. Destillation der petrolatherléslichen Ester: 

1. 80—110°/11 mm = 0,6 g 
2. 110—142°/11 mm = 2,1 g 
3. 142—1669/11 mm = 2,1 g 
4. 160—184°/11 mm = 2,6 g 

zus. = 7,4 ¢. 


Aus den Esterfraktionen 2., 3. und 4. lieBen sich dlige Sauren gewinnen, die 
mit rauchender Salzsiure bei —20° kristallisierten. 

Aus 2.: Dreimal aus rauch. HCl, Schmp. 52—54°. Einmal aus Benzol/Petrol- 
ather. Schmp. 54,5—55'. Ausb. 0,5 g. 

3,163 mg Sbst.: 6,673 mg CO,, 2,370mg H,O. — 42,40 mg Sbst. verbr. 
4,49 com 0,l-n.NaOH. 

Propyladipinsadure C,H,,0, (188,2). Ber. C 57,43, H 8,57, Aquiv.-Gew. 94,1. 
Gef. C 57,57, H 8,39, Aquiv.-Gew. 94,2. 

Aus 3.: Umkristallisiert wie Fraktion 2. Schmp. 52—53°. Ausb. 1,1 g. 

Aus 4.: Umkristallisiert wie Fraktion 2. Schmp. 51—53°. Ausb. 1,2 g. 

Fraktionen 3 und-4 Misch-Schmp. 51—53°. Daher beide Fraktionen vereinigt 
und nochmals aus Benzol/Petrolither. Schmp. 54—55’. 

3,641, 3,471 mg Sbst.: 7,678, 7,283 mg CO,, 2,760, 2,643 mg H,O. — 27,21 mg 
Sbst. verbr. 2,89 ccm 0,l-n.NaOH. Propyladipinsaure, 

C,H,,0, (188,2). Ber. C 57,43, H 8,57, Aquiv.-Gew. 94,1. 

Gef. C 57,55, 57,26, H 8,48, 8,52, Aquiv.-Gew. 94,3. 

Misch-Schmp. mit synthet. «-n-Propyl-adipinsdure: 53,5—54,5°. 

Misch-Schmp. der Frakt.2 mit Frakt. 3/4: 54—55°. 

Aus Frakt. 3/4 wurde mittels Thionylchlorids und konz. NH, das Diamid her- 
gestellt und aus Wasser, Butanol und 80-proz. Aceton umkristallisiert. Schmp. 
180—181°. : 

2,029 mg Sbst.: 0,268 com N, (korr.), 24°, 743 mm (red.). 

C,H,,0.N, (186,2). Ber. N 15,04. Gef. N 14,84. 


Fitterungsversuche mit ao-n-Butyl-stearinsiure-aithylester 
Ausscheidung atherléslicher Saiuren im Harn 
0,2 Mol = 73,6 g, prakt. 74,0g Ester, entspr. 68 g freier Siure. Hund O. 
10 Versuchstage, am 1. Tage 5 g, am 2.—6. Tage je 12 g, am 7. Tage 9 g verfiittert. 
Am 1. Versuchstage wurde fast nichts aufgenommen, letzte Zufuhr am 7. Tage, 
am 10. Tage war der Normalwert noch nicht wieder erreicht. AR-Werte: 1,90; 
5,44; 5,24; 5,94; 4,42; 6,56; 5,40; 5,38; 4,20; 2,48 — zus. 46,96 MA. 
Aus Vergleichsgriinden wurde auf 8 Versuchstage umgerechnet (Abb. 4): Mitt- 
lerer Leerwert fiir Hund O = 0,82 MA/Tag (s. S. 287). In 10 Tagen: 46,96 MA. 
— 1,64 
in 8 Tagen: 45,32 MA 


Aufarbeitung des Kotes: Trockenkot = 163 g. Letzter Petrolatherriick- 
stand = 24,3g. Daraus durch Umkristallisieren aus Aceton: 18,6 g «-n-Butyl- 
stearinséiure. Schmp. 43—46°. Misch-Schmp. 42,5—45°. 

Aufarbeitung des Harns: Fraktionierte Destillation der petrolather- 
léslichen Ester: 
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1. 85—145°/1l mm = 0,8 g 
2. 145—164°/11 mm = 1,0g 
3. 120—130°/0,5 mm = 1,8 g 
4. 130—140°/0,5 mm = 2,3 g 

zus. = 5,9 g. 

Die aus den Esterfraktionen 3 und 4 freigesetzten Saiuren blieben zuniachst 
élig; 3. kristallisierte mit rauch. HCl, 4. bei —20° spontan. Beide Fraktionen hatten 
nach zweimaligem Umkristallisieren aus HCl den gleichen Schmelzpunkt (56—58°), 
der Misch-Schmp. war nicht erniedrigt. Sie wurden vereinigt und nochmals aus 
Salzsiure mit Zusatz einiger Tropfen Aceton umkristallisiert. Schmp. 62—62,5°. 
Ausb. 1,9 g. 

3,758, 4,110 mg Sbst.: 8,180, 8,929 mg CO,, 3,019, 3,350 mg H,O. — 42,31 mg 
Sbst. verbr. 4,17 com 0,l-n.NaOH. Butyladipinsaure. 

Cy9H 1,0, (202,2). Ber. C 59,38, H 8,97, Aquiv,-Gew. 101,1. 
Gef. C 59,40, 59,29, H 8,99, 9,12, Aquiv.-Gew. 101,4. 

Misch-Schmp. mit der nach Fiitterung von Butylmyristinsiure erhaltenen 

ray owe me (s. 0.): 61—62,5°. Misch-Schmp. mit synthet. dargestellter 

utyl-adipinsdure: 60,5—62°. 

Schmp. des Amids: 181—182°. Misch-Schmp. mit dem Amid der synthet. 
«-n-Butyl-adipinsaure: 182—183°. 


Zusammenfassung 


1. «-Alkyl-substituierte Myristin- und Stearinséuren wurden als 
Triglyceride oder Athylester an Hunde verfiittert, die nicht resorbierten 
Anteile aus den Faces isoliert, die im Harn ausgeschiedenen atherlés- 
lichen Saéuren analytisch bestimmt und der Harn praparativ aufge- 


arbeitet. 

2. Die Synthesen der «-Athyl-, x-n-Propyl- und «-n-Butyl-myristin- 
siure werden beschrieben. 

3. Die Ausnutzung der verfiitterten Substanzen im Darm war in 
der gréBeren Zahl der Versuche zufriedenstellend, bei einigen verzweigten 
Sauren erschienen jedoch betrachtliche Prozentsitze im Kot. 

4. Die analytische Bestimmung dtherléslicher Séuren im Harn 
zeigte, da8 im Vergleich zu fettfreiem Futter die Belastung mit Natur- 
fetten (auBer Kokosfett), mit normaler und mit «-methylierter 
Myristin- und Stearinsiure keine erhéhte Ausscheidung 
atherléslicher Saiuren im Harn hervorruft. Dagegen steigt die Ausschei- 
dung nach «-Athyl-myristin- und «-Athyl-stearinsiure deutlich an 
und erhéht sich nochmals kraftig bei «-n-Propyl-myristin- und 
«-n-Propyl-stearinséure, waihrend nach «-n-Butyl-myristin- und 
a«-n-Butyl-stearinséure die Ausscheidung eine ahnliche Hohe wie nach 
den propyl-substituierten Sauren erreicht. 

5. Die praparative Aufarbeitung des Harns lieferte als Abbau- 
produkte der beiden athyl-verzweigten Siuren «-Athyl-adipin- 
siure, der beiden propyl-verzweigten Séuren «-n-Propyl-adipin- 
siure ‘und der beiden butyl-verzweigten Sauren «-n-Butyl-adipin- 
siure. Daraus geht hervor, daB nicht nur die mittleren Kettenlingen 
C,—C,,, sondern auch hGéhere Fettsiuren der w-Oxydation unterliegen 
konnen. 
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6. Im Vergleich zu den verfiitterten bzw. resorbierten Siuremengen 
sind die Ausscheidungen gering: Alle verfiitterten Sauren verbrannten 
zu iiber 90% (in Mol berechnet) mit Ausnahme von «-n-Butyl-stearin- 
siure (86%). Als wahrscheinlicher Abbaumechanismus «-alkyl-ver- 
zweigter Fettsiuren wird die f-oxydative Spaltung der Hauptkette 
zwischen dem 2. und 3. Kohlenstoffatom angenommen, wahrend. die 
Methyl- Oxydation der Hauptkette der langen Fettsauren, die sich durch 
die Abbauprodukte kundgibt, nicht den Hauptweg des Abbaus dar- 
stellen diirfte. 

7. Um die Identifizierung der Abbauprodukte zu sichern, wurden 
«-Athyl-, x-n-Propyl- und «-n-Butyl-adipinsiure synthetisch dargestellt 
und mit den aus Harn gewonnenen Siauren bzw. deren Amiden ver- 
glichen. Sie besaBen die gleichen Eigenschaften. 


Fiir fleiBige und verstandnisvolle Mitarbeit danke ich Frln. Dr. A.-M. Fretz- 
dorff, Frin. Jutta Wojahn, Frin. Kathe Biittner und Hrn. Arndt Eberhagen. 


Biochemie verzweigter Carbonsduren 
VII. Mitteilung 
Darstellung der racemischen Monomethyl-stearinsiuren 


Von 
Giinther Weitzel und Jutta Wojahn 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft zu 
Gottingen 


+ 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1951) 


Die besonderen Eigenschaften einer methylverzweigten Fett- 
siure sind in hohem MaBe von der Stellung der Methylgruppe im Kohlen- 
wasserstoffrest abhingig; fiir das chemische, physikalische und bio- 
logische Verhalten solcher Fettsiuren ist es durchaus nicht gleichgiiltig, 
ob sich der seitenstindige Methylrest in der Nahe des Carboxyls, in der 
Mitte der Fettsiurekette oder am carboxylfernen Ende befindet. In 
bakteriologischen Versuchen lassen sich sogar oszillierende Differenzen 
erkennen, die davon abhingen, ob ein gerad- oder ein ungeradzahliges 
Kohlenstoffatom der Fettsiurekette substituiert ist!. Fiir Modell- 
versuche war daher die Darstellung liickenloser Reihen von Fettséuren 
mit ,,durchwandernder Methylgruppe“ notig. Wir haben in einer voran- 
gehenden Mitteilung? die Darstellung simtlicher einfach methylierter 
Palmitinséuren sowie der entsprechenden Myristin- und Laurinsdéuren 


1 G. Weitzel, diese Z. im Druck, 8. Mitt. dieser Reihe. 
2 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 65 [1951], 5. Mitt. dieser Reihe. 
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und einiger weiterer methylverzweigter Séuren mit kiirzerer Hauptkette 
beschrieben, die jetzige Mitteilung befaBt sich mit den d,/-Monomethyl- 
stearinséiuren. Einzelne von diesen haben wir bereits zu Beginn 
unserer Studien an methylverzweigten Fettsiuren synthetisiert und im 
monomolekularen Film, im Stoffwechselversuch am Hund und im 
Reagensglasversuch gegeniiber Bakterien und Pilzen gepriift®*5. Da 
wir nunmehr die 16 méglichen racemischen Monomethyl-stearinsiuren 
in Handen haben, teilen wir jetzt die Darstellung der ganzen Reihe mit, 
wobei wir in den meisten Fallen von den bereits beschriebenen Mono- 
methyl-palmitinséuren ausgehen kénnen. 

Unter den héheren Fettsiuren mit verzweigter Kohlenstoffkette 
bilden die Methyl-stearinséuren eine bereits von verschiedenen Autoren 
bearbeitete Gruppe, wohl deshalb, weil die linksdrehende 10-Methyl- 
stearinséure, als ,,Tuberkulostearinsaéure“ bezeichnet, in den Lipoiden 
von Tuberkel- und Leprabazillen vorkommt*®** und unter den ver- 
schiedenen, dort zu findenden verzweigten Fettsiuren die einfachste 
Struktur zu besitzen scheint. Wir wurden durch das Vorkommen methyl- 
verzweigter Fettsiuren in synthetischen Speisefetten zur Darstellung 
entsprechender Modellsubstanzen veranlaBt und begannen 1947 mit 
Synthesen einfach methylierter Stearinsiuren. Cason (Lit. s.u.) hat 
von 1942—1949 ebenfalls die vollstindige Serie der Methyl-stearin- 
siuren synthetisiert, dabei aber andere Wege zum Aufbau dieser Ver- 
bindungen beschritten. ; 

Kin kurzer Vergleich der in der Literatur beschriebenen Mono- 
methyl-stearinséuren mit den eigenen Befunden ergibt folgendes Bild: 
2-Methyl-stearinsiure* wurde bereits in der 3. Mitteilung® be- 
schrieben. Uber 3-Methyl-stearinsaure berichteten erstmalig Kuhn 
und Mitarbeiter!® 1936 im Rahmen ihrer Untersuchungen iiber Methyl- 
oxydationen im Tierkérper. Sie gewannen aus palmitinsaurem und 
essigsaurem Barium durch trockene Destillation Methyl-pentadecyl- 
keton, reduzierten dieses zu 2-Oxy-heptadecan und unterwarfen das 
2-Brom-heptadecan der Malonestersynthese. Die daraus hervorgehende 
3-Methyl-stearinséure schmolz bei 48,5—49°, wahrend Cason™ 1949 
fiir die gleiche Saéure den Schmp. 50,8—51,3° fand. Als Ursache der 
Differenz vermutet Cason die Bildung von isomeren, sekundaren 


* Das Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe wird als Nr. 1 bezeichnet. 

3 G. Weitzel, A. Fretzdorff, J. Wojahn, W. Savelsberg u. K. Thomas, 
Nature [London] 163, 406 [1949]. 

4 G. Weitzel, A. Fretzdorff u. J. Wojahn; Naturwiss. 37, 68 [1950]. 

5 G. Weitzel u. E. Schraufstatter, diese Z. 285, 16 [1950] 2. Mitt. dieser 
Reihe. 

6 R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. biol. Chemistr. 85, 77 [1929]. 

7 R. J. Anderson, Yale J. Biol. Med. 15, 311 [1943]. 

8 Ubersichtsreferat: G. Weitzel, Angew. Chemie A 60, 263 [1948]. 

® G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 285, 220 [1950], 3. Mitt. dieser Reihe. 

17 R. Kuhn, F. u. L. Kohler, diese Z. 242, 171 [1936]. 

11 J. Cason, H. Wolfhagen, W. Tarpey u. R. Adams, J. organ. Chem. 
14, 147 [1949] (Darstellung der 2-, 3- und 4-Methyl-stearinsaure). 





298 Ginther Weitzel und Jutta Wojahn, Bd. 287 (1951) 


Bromiden bei der Bromierung des 2-Oxy-heptadecans in der Synthese 
von Kuhn und Mitarbeitern; er selbst umging bei seiner Darstellung 
der 3-Methyl-stearinsiure sekundire Halogenide, indem er 2-Keto- 
heptadecan nach Reformatsky mit Zink und Bromessigester zum 
3-Methy1-3-oxy-stearinsiureester umsetzte und durch Wasserabspaltung, 
Hydrierung und Verseifung zur 3-Methy]-stearinsiure kam. Inzwischen 
konnten wir am Beispiel der 5-Methyl-palmitinsiure zeigen?, daB ver- 
schiedenartige Synthesen, die entweder iiber primares oder sekundires 
Halogenid gefiihrt wurden, vollig identische Endprodukte lieferten, 
und auch die von uns erhaltene 3-Methyl-stearinsiure hatte praktisch 
denselben Schmelzpunkt (51,0—51,5°) wie Casons Saéure, obwohl wir 
als Zwischenprodukt ein sekundires Jodid verwandten (siehe Versuchs- 
teil). Die Darstellung war dabei derjenigen unserer friiher beschriebenen 
3-Methyl-palmitinsaéure? analog. 

Zur Synthese der 4-Methyl-stearinsaiure beschritt Cason™ 12 
einen fiir y-methylierte Sauren und Alkohole allgemein verwendbaren 
Weg: Umsetzung eines Alkyl-magnesiumbromids mit Lavulinséure- 
athyl-ester (I) zu y-Alkyl-y-valerolacton (II), im Falle der 4-Methyl- 
stearinsiure zu y-n-Tetradecyl-y-valerolacton, Offnung des Lacton- 
ringes mit Thionylchlorid und Umwandlung des Reaktionsproduktes 
in einen ungesittigten Ester, der nach Hydrierung und Verseifung die 
gesuchte Saure (III) liefert. 


hy 1) SOCl, 
CH,-CO-[CH,],CO0C,H, "> 2 bi Sartre BCH {OB,1y000H 
4) OH- 
O CH, CH, 
\co” 
I I Il 


Wir erhielten 4-Methyl-stearinsiiure durch Reduktion des '2-Methyl- 
palmitinsiure-aithylesters zu 2-Methyl-hexadecanol-(1), Jodierung des 
Alkohols und Umsetzung mit Malonester. Diese nur wenige Stufen 
umfassende Synthese hat den Vorteil, praktisch keine Nebenprodukte 
und hohe Ausbeuten zu liefern, vorausgesetzt, daB die Reduktion des 
2-Methy1-palmitinsaure-athylesters in zufriedenstellender Weise gelingt. 
Hierfiir benutzten wir zunachst die von Hansley!*® angegebene Methode 
der Ester-Reduktion mit metallischem Natrium und sekundarem Alkohol 
in siedendem Xylol, wobei die Wahl eines passenden sekundaren Alkohols 
fiir den Erfolg der Reduktion wesentlich ist (siehe Versuchsteil, Syn- 
thesen der 4-Methyl- bis 9-Methyl-stearinsiure). Wir machten gute 
Erfahrungen mit Isopropanol, bessere mit sekundiérem Amylalkohol, 
besonders gut bewahrte sich, wo es anwendbar war, 1.3-Dimethyl- 
cyclohexanol-(5), gewonnen durch katalytische Hochdruckhydrierung 
von symm. Xylenol. Obwohl die Reduktionsmethode nach Hansley!* 


12 J, Cason, Ph. Brewer u. E. Pippen, J. organ. Chem. 13, 239 [1948]. 
13 V.L. Hansley, Ind. Engn. Chem. 39, 55 [1947]. 
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eine sehr erhebliche Verbesserung des alteren Verfahrens nach Bou- 
veault-Blanc!*}5 darstellt, ist heute die Reduktion mit Lithium- 
aluminium-hydrid allen anderen Methoden der Ester-Reduktion vor- 
zuziehen, wie bereits in der vorangehenden Mitteilung ausgefiihrt 
wurde?, 

Verschiedene Autoren haben fiir den Aufbau methylverzweigter 
Stearinsiuren, besonders bei carboxylferner Verzweigung, die Umsetzung 
metallorganischer Verbindungen mit Dicarbonsiure-halbester-chloriden 
herangezogen, z. B. Spielman?* und Schmidt und Shirley?’, welche 
zur Gewinnung der 10-Methyl-stearinsiure Magnesium- und Zink- 
alkylhalogenide benutzten, aber nur miaBige Ausbeuten erzielten. 
Dagegen hat Cason1*%3 8-Methyl- bis 17-Methyl-stearinsiure mit 
Hilfe cadmium-organischer Zwischenverbindungen aufgebaut. Auf die 
mit diesen Synthesen verbundenen Schwierigkeiten wurde bereits hin- 
gewiesen?. Staillberg-Stenhagen™»* hat mit der von ihr ent- 
wickelten £-Ketoester-Methode fiir langkettige Siuren (Formulierung 
siehe bei?) 9-Methyl-, 10-Methyl- und 14-Methyl-stearinsiure dar- 
gestellt, die 10-Methyl-stearinsiure nach Abwandlung der Synthese 
auch in ihre optisch aktiven Formen zerlegt. Prout, Cason und Inger- 
soll™ hatten kurze Zeit vorher ebenfalls die optischen Antipoden dieser 
Saure erhalten und gezeigt, daB das natiirlich vorkommende Isomere 
mit der synthetischen linksdrehenden Form in Schmelzpunkt und 
Drehungswinkel identisch ist. Auch 15-Methyl-stearinsiure ist neuer- 
dings in ihre optischen Isomeren zerlegt worden”®, 


Eine neuartige und vielversprechende Synthese methylverzweigter 
Fettsiuren haben Leese und Raphael” beschrieben. Sie gehen von 
der Umsetzung eines Methylketons mit einer Acetylenverbindung aus 


1447. Bouveault u. G. Blanc, C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 186, 1676 
[1903]. 
16 W. Bleyberg u. H. Ulrich, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 2504 [1931]. 

16M. A. Spielman, J. biol. Chemistry 106, 87 [1934]. 

17 G, A. Schmidt u. D. A. Shirley, J. Amer. chem. Soc. 71, 3804 [1949]. 

18 J. Cason, J. Amer. chem. Soc. 64, 1106 [1942] (17-Methyl-stearinsaure). 

19 J. Cason u. F. §. Prout, J. Amer. chem. Soc. 66, 46 [1944] (16-Methyl- 
stearinséure). 

20 J. Cason, C. Adams, L. Bennett u. U. Register, J. Amer. chem. Soc. 
66, 1764 [1944] (15- Methyl- stearinsaure). 

1 ¥F. 8. Prout, J. Cason'u. A. W. Ingersoll, J. Amer. chem. Soc. 70, 298 
1948) (10-Methyl- stearinsiure). 

22 J. Cason, E. Pippen, Ph. Taylor u. R. Winans, J. organ. Chem. 15, 
135 [1949] (8-, 12-, 13-, 14-Methyl-stearinsaure). 

#3 J, Cason u. R. Winans, J. organ. Chem. 15, 139 [1949] (9- u. 11-Methyl- 
stearinséure). 

* St. Stallberg-Stenhagen, Arkiv Kem. Mineral Geol., Ser. A 22, Nr. 19 
[1946] (14-Methyl]-stearinsaure). 

2% St. Stallberg-Stenhagen, Arkiv Kem. Mineral Geol., Ser. A 26, Nr.12 
[1948] (9- u. 10-Methyl-stearinsaure). 

2% J. Cason u. R. A. Coad, J. Amer. chem. Soc. 72, 4695 [1950]. 

27 C, L. Leese u. R. A. Raphael, J. chem. Soc. [London] 1950, 2726. 
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und gelangen z.B. zur 9-Methyl-stearinsiure auf folgendem Wege: 
Das aus 1.5-Dibrom-pentan und Guajakol-natrium erhaltene 1-Gua- 
jakyl-5-brom-pentan wird mit Acetylen-natrium zum _ 1-Guajakyl- 
heptin-(6) (I) umgesetzt und dieses iiber eine Grignard-Reaktion mit 
Methyl-nonyl-keton (II) kondensiert. Das entstandene Carbinol (III) 
geht nach Wasserabspaltung und Hydrierung durch Behandlung mit 
KCN in das Nitril iiber, welches zur Saéure (IV) verseift wird. 








ocH, OH, ocH, CH, 
(0-(CH,],-CiCH + do.[cH,4-CH, > (\0-[CH,], C:C dtcH,} CH, 
_wo H 
I I ixtw| I 
CH, 
HOOC (CH, j, UH-[CH,], CH, 


IV 


Uber unsere Erfahrungen mit der Kettenverlingerung um 5 Me- 
thylengruppen durch Furanring-Hydrolyse, beschrieben am Beispiel der 
7-Methyl-palmitinsjure?, aber auch verwendbar zum Aufbau beliebig 
alkylierter Stearinsiuren, werden wir spiter zusammenhiangend be- 
richten. SchlieBlich sei eine neuerdings von Cason’ entwickelte 
Synthese erwihnt, die von der Reaktion zwischen dem im Handel 
erhaltlichen 5-Chlor-pentanon-(2) und einem Grignard-Reagens ausgeht 
und zu 1-Chlor-4-methyl-alkanen fiihrt, welche durch Nitril-, Malon- 
ester- oder Grignard-Synthese in die gewiinschten Siuren umgewandelt 
werden kénnen. Die Reaktion diente Cason™ zur Darstellung der 5-, 
6-, 7-, 9- und 10-Methyl-stearinsaure. 
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Stellung der Methylverzweigung — 
Abb. 1. Schmelzpunkte der Monomethyl-stearinsiuren. o = Polymorphe 
Modifikation nach Stallberg-Stenhagen™; x = Polymorphe Modifikationen 
nach Cason*»*, 


Die in Abb. 1 aufgezeichnete Schmelzpunktkurve der Monomethy]l- 
stearinsduren gibt die von uns bisher gefundenen Schmelzpunkte wieder, 
die von anderen Autoren gefundenen Schmelzpunkte polymorpher 
Formen sind ebenfalls vermerkt. Im ganzen gesehen verlaiuft die Kurve 
ahnlich derjenigen der Mono-methyl-palmitin- und myristinséuren?: 
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Die am «-Kohlenstoffatom methylierte Saiure schmilzt wesentlich tiefer 
als die um ein Kohlenstoffatom kleinere normale Saure, die niedrigsten 
Schmelzpunkte finden sich bei mittelstiéndigen Methyl-Verzweigungen ; 
mit dem Heranriicken der Methylgruppe an das carboxylferne Ende 
steigt der Schmelzpunkt kraftig an und 17-Methyl-stearinsiure, die 
, Isosiure“‘, hat den héchsten Schmelzpunkt der ganzen Reihe, welcher 
nur wenig unter dem der normalen Stearinsaure liegt. Fiir die Isosauren 
mit geradzahliger Hauptkette wie z. B. 9-Methyl-caprin-, 11-Methyl- 
laurin-, 13-Methyl-myristin-, 15-Methyl-palmitin- und 17-Methyl-stearin- 
siure gilt, daB der Schmelzpunkt nur etwa 1—2° unter dem der um 
ein Kohlenstoffatom kleineren, unverzweigten Stammadaure liegt. Diese 
Regel trifft jedoch nicht fiir die Isosiuren mit ungeradzahliger 
Hauptkette zu. Denn aus den Untersuchungen von Stenhagen und 
Mitarbeitern* 2° geht hervor, daB z. B. 12-Methyl-tridecan-, 14-Methy]- 
pentadecan-, 16-Methyl-heptadecansaiure und dergl. héher schmelzen 
als die um ein Kohlenstoffatom kleineren, normalen Sauren. Denn die 
Schmelzpunkte der Isosaéuren alternieren, wobei diejenigen mit gerader 
Gesamt-Kohlenstoffzahl, d.h. mit ungeradzahliger Hauptkette, die 
hoher ‘schmelzenden sind. Fiir gerad- und ungeradzahlige Isosiuren 
trifft daher,die Schmelzpunktregel in der von Stenhagen™>®® gege- 
benen Form zu: Der Schmelzpunkt einer Isosiure liegt etwa 1° unter 
demjenigen der unverzweigten Siéure mit der gleichen Zahl von 
Kohlenstoffatomen. 

‘Der kontinuierliche Verlauf der Schmelzpunktkurve in Abb. 1 
wird unterbrochen bei 4-Methyl-, 9-Methyl- und 12-Methyl-stearinsaure. 
Der Schmelzpunkt der 9-Methyl-stearinsdure ist auffallend hoch, be- 
sonders beim Vergleich mit 10-Methyl-stearinsiure; bei den methylierten 
Myristin- und Palmitinsiuren fanden wir eine solche Schmelzpunkt- 
Steigerung bei der in 9 methylierten Form nicht, wahrend die 4-Methyl- 
Verbindung auch bei ihnen hoher als die beiden Nachbarglieder schmilzt. 
Die Bemihungen Casons”, eine niedriger schmelzende polymorphe 
Form der 9-Methyl-stearinséure zu finden, waren vergeblich, auch 
Stallberg-Stenhagen*® gibt nur den Schmelzpunkt 38,7—39,2° an. 
Ob der urspriinglich von uns gefundene Wert 33,5—34°, der sich auf 
die erstarrte Schmelze der 9-Methyl-stearinsiure bezog, einer niedriger 
schmelzenden polymorphen Form zukommt, ist ungewi8; durch noch- 
malige Destillation und Umkristallisieren aus Aceton stieg der Schmelz- 
punkt der gesamten Probe auf 38,5—39°. Leese und Raphael*® 
fanden sogar 40—41° als Schmelzpunkt ihrer 9-Methyl-stearinsiure 
(s.o.), so daB nunmehr 4 verschiedene Synthesen dieser Saure be- 
schrieben sind, die saémtlich Schmelzpunkte zwischen 38,5 und 41° 
ergaben. 


28 EK. Stenhagen u. B. Tagtstr6ém-Eketorp, Arkiv Kemi, Mineral Geol., 


Ser. A 19, Nr. 8 [1944]. 
29 K. E. Arosenius, G. Stallberg, E. Stenhagen u. B. Tagtstrém- 
Eketorp, Arkiv Kemi, Mineral, Geol., Ser. A 26, Nr. 19 [1948]. 
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Fir d,/-10-Methyl-stearinsiure gab Cason den Schmelzpunkt 
mit 26,1° an, Stéllberg-Stenhagen” fand auBerdem eine bei 21,6° 
schmelzende polymorphe Form, die aber Cason™ nicht nachweisen 
konnte. Bei unseren Synthesen der d,/-10-Methyl-stearinsiure fiel 
stets die bei 25,5——-26° schmelzende Form an. Dagegen fanden Cason 
und Winans” fir 11-Methyl-stearinsiure zwei Schmelzpunkte: 21,0 
und 26,2°. Wir erhielten nach dreimaligem Umkristallisieren aus Aceton 
einen einheitlichen Schmelzpunkt von 20,5—21°; der bei unserer ersten 
Synthese der Séure erhaltene niedrigere Schmelzpunkt‘ beruhte, wie 
sich spater zeigte, auf der Beimengung einer zweiten verzweigten Saure 
vom gleichen Aquivalentgewicht. 12-Methyl-stearinsiure kommt nach 
Cason* in zwei polymorphen Formen vor, Schmelzpunkte etwa 28° 
bzw. 37°, unser Praparat schmolz bei 35,5° und diirfte damit der héher 
schmelzenden Form entsprechen. Eine 1944 von Cason und Mitar- 
beitern?® bei 15-Methyl-stearinsiure beobachtete Schmelzpunktstei- 
gerung um etwa 1,5° im Verlaufe einiger Tage nach der Kristallisation 
lieB sich bei einer erneuten Synthese** bestitigen, —- auch dieses Ver- 
halten deutet auf Polymorphie. Ob die bei 10-, 11- und 12-Methyl- 
stearinsiure gefundenen polymorphen Formen die einzigen bleiben 
werden, ist fraglich; die Diskussion der Schmelzpunktkurve mit dem 
Ziel, GesetzmaBigkeiten zu erkennen, wird durch die Polymorphie 
naturgeméB sehr erschwert. Denn man kann nun die Ansicht vertreten, 
daB8 Unterbrechungen des glatten Kurvenverlaufs, etwa durch die 
gehobenen Schmelzpunkte der 4- und 9-Methy!-stearinsiure, nur deshalb 
auftreten, weil zufallig die dazugeh6rigen niedriger schmelzenden Formen 
noch nicht aufgefunden sind. 

Die in den Lipoiden von Tuberkelbazillen vorkommende rechts- 
drehende Phthionsiure wurde urspriinglich als verzweigte, gesattigte 
Hexakosanséure angesehen®. Es ist nun jedoch sicher, daB hier nicht 
eine einheitliche Substanz, sondern ein kompliziertes Gemisch einander 
sehr ahnlicher, mehrfach methylierter, rechtsdrehender Sauren vor- 
liegt? 81, welche sehr wahrscheinlich in «-£-Stellung Doppelbindungen 
tragen*!, Auch fiir Tuberkulo-stearinsiure ist die Anwesenheit sehr 
ahnlicher Begleitsubstanzen anzunehmen. Die Vermutung Robinsons*?, 
Tuberkulo-stearinséure sei vielleicht nicht 10-, sondern 9-Methy]l- 
stearinsiure, konnte durch Staéllberg-Stenhagen*® auf Grund der 
Chromsiure-Oxydation synthetischer 9-Methyl-stearinsiure ausge- 
schlossen werden. Mit der anderen Méglichkeit aber, daB im Tuberkel- 
bazillus bisher nicht erkannte Gemische von 9- und 10-Methyl-stearin- 
siure vorkommen, ist bei den betrichtlichen Schmelzpunktdifferenzen 
zwischen beiden Séuren kaum zu rechnen. Viel schwieriger diirfte es 
dagegen sein, worauf wir friher‘ bereits hinwiesen, beigemengte 


30 L, G. Ginger u. R. J. Anderson, J. biol. Chemistry 156, 443 [1944]. 
31 J. D. Chanley u. N. Polgar, Nature [London] 166, 693 [1950]. 
32 R. Robinson, Nature [London] 158, 815 [1946]. 
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11-Methyl-stearinsiure nachzuweisen, denn auf Grund der Schmelz- 
punktkurve (Abb. 1) ist diese Saure der Tuberkulo-Stearinsiure beson- 
ders ahnlich. Polgar** hat zeigen kénnen, da8 die natiirlich vorkom- 
mende 10-Methylstearinsaiure von einer ihr sehr nahe verwandten, gesiit- 
tigten Saéure vom gleichen Molekulargewicht begleitet wird, welche 
niedriger schmilzt. 

Man hat bisher keine Erklairung dafiir, weshalb Tuberkelbazillen 
verzweigte Fettsiuren produzieren. Auf Grund der Schmelzpunkt- 
Kurven von Fettsiuren mit ,,durchwandernder Methylverzweigung‘‘ 
1aBt sich hierfiir folgende Deutung geben: Neben verzweigten Sauren 
kommen in Tuberkelbazillen hohe Anteile gesattigter hochschmelzender 
Fettsiuren vor, z. B. Palmitin-, Stearin-, n-Tetrakosan-, n-Hexakosan- 
siure und die hochmolekularen Mykolsaéuren der ungefahren Zusammen- 
setzung C,,H,,,0,°4, bei welchen es sich wahrscheinlich um £-Oxy- 
fettsiiuren mit einer sehr langen Seitenkette in «-Stellung handelt*. 

. Fir eine lebende Zelle dirfte es schwierig sein, Fettsiuren mit derartig 
hohen Gitterkréften an den intrazelluliren Grenzflichen umzusetzen 
und zu transportieren, wenn nicht durch Beimischung passender fliissiger 
Verbindungen fiir eine Erweichung gesorgt wird. Hierfiir kimen fliissige 
Saduren in Frage, entweder héhermolekulare, ungesittigte (z. B. Ol-, 
Linolsiure) oder niedermolekulare, gesiattigte (z. B. Hexansiure). Im 
Tuberkelbazillus scheint eine dritte Méglichkeit verwirklicht zu sein: 
Ein Teil der h6hermolekularen Fettsiuren ist mit Methyl-Verzweigungen 
ausgestattet, wodurch eine drastische Senkung des Schmelzpunktes 
erreicht wird. Tuberkulo-stearinsiure z. B. schmilzt um mehr als 50° 
tiefer als n-Stearinsiure, auch die Phthionsaure-Fraktion ist bei Zimmer- 
temperatur fliissig, wihrend n-Hexakosansiure bei 88° schmilzt. Dabei 
tritt in der Stearinsiuregruppe die Methyl-Verzweigung bezeichnender- 
weise da auf, wo sie den Schmelzpunkt am stiarksten erniedrigt: an 
einem mittelsténdigen Kohlenstoffatom der Fettsiurekette. 

Auch das Verhalten von Fettsiuren an Grenzflichen spricht fir 
eine solche Anschauung: MiBt man im Modellversuch die energetischen 
Eigenschaften von monomolekularen Fettsiure-Filmen auf einer Wasser- 
oberflache, so findet man, daB die Filme héherer normaler Fettsiuren 
fest und ausgesprochen starr sind. Die Kraft, die man aufwenden muB, 
um einen solchen Fettsaurefilm durch Zusammenschieben zu zerbrechen, 

wachst mit der Kettenlange steil an. Schon die Einfiihrung einer einzelnen 
Methyl-Verzweigung in die normale Palmitin- oder Stearinsiure geniigt 
jedoch, um die zum Zusammenbruch des Films notige Kraft auf zwei 
Drittel oder die Halfte herabzusetzen. Gegeniiber den bei 10° oder 20° 
festen Filmen der normalen Fettsiuren von C,, an aufwiarts sind die 
Grenzflichenfilme verzweigter Saiuren weich und elastisch. 


33 N. Polgar, Biochem. J. 42, 206 [1948]. 
4 F. H. Stodola, A. Lesuk u. R. J. Anderson, J. biol. Chemistry 126, 
505 [1938]. 
% J. Asselineau u. E. Lederer, Nature [London] 166, 782 [1950]. 
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Wir hatten bereits friiher zeigen kénnen**, daB verzweigte Saéuren, die 
bei Zimmertemperatur fest sind, bei der gleichen Temperatur flissige 
Filme bilden. Dieses stark unterschiedliche Verhalten normaler und ver- 
zweigter Fettséuren geht auch aus einer Untersuchung von Stallberg- 
Stenhagen und Stenhagen*’ hervor, welche n-Tetrakosansdure aus 
bovinen Tuberkelbazillen und n-Pentakosansiure aus «-Mykolsaure in 
Spreitungsversuchen mit methylverzweigten Pentakosanséuren ver- 
gleichen. Wenn auch derartige Modellversuche weit von den durch die 
Zellgrenzflaichen gegebenen Bedingungen entfernt sind, so zeigen sie 
doch eine allgemeingiiltige Tatsache: Die dichte Aneinanderlagerung 
langer Kohlenwasserstoff-Ketten in einfach molekularer Schicht wird 
durch Methyl-Verzweigungen erheblich gestért. 

Zusammenfassend kann man daher als Erklairung fiir das Vor- 
kommen verzweigtkettiger Fettsiuren in Tuberkelbazillen annehmen, 
daB die héheren normalen Fettsiuren durch Beimischung methyl- 
verzweigter im Schmelzpunkt gesenkt und ihre Grenzflachenfilme 
weicher, elastischer und transportabler gemacht werden. 


Beschreibung der Versuche 


C, H, N-Analysen: Frl. Dr. Fretzdorff (Medizinische oe a 
Biochemische Abteilung), Dr. Neumann (Sartorius-Werke, Gdéttingen), Dr. 
Pfundt (Chemisches Institut der Universitat Géttingen). Aquivalentgewichte 
(Dr. Fretzdorff) wie friiher® beschrieben. Samtliche Schmelzpunkte im Kofler - 
schen Mikroschmelzpunkt-Apparat bestimmt und korrigiert, Siedepunkte nicht 
korrigiert. Alle Destillationen iiber heizbare Fiillkérperkolonnen verschiedener 
GroBe. 

Arbeitsweise: Ester-Reduktionen mit metallischem Natrium oder mit 
Lithium- aluminium-hydrid, Jodierungen, Malonestersynthesen, Darstellung der 
Amide und Athylester wie friiher in der 3. und 5. Mitteilung beschrieben®>*. 


2-Methyl-stearinsaiure 
Siehe bei Weitzel und Wojahn’. 


3-Methyl-stearinsaure 

Methyl-pentadecyl-keton (2-Keto-heptadecan). Eine Mischung von 
100 g (0,39 Mol) Palmitinsaure, 200 ccm Eisessig und 100 ccm Aceton bei 
420° iiber ThO, auf Bimsstein geleitet. Aufnehmen des Rohproduktes in Petrol- 
ather, waschen * mit 60-proz. alkalischem Athanol. Abdestillieren des Petrolathers, 
Sdp. des Ketons: 156—158°/10,5 mm. 81 g (81,7°% d. Th.). Umkristallisiert aus 
Methanol. Schmp. 48—48,5°. 

30,37 mg Sbst.: 90, o me CO,, 36,42 mg H,O. 

C,,H;,0 (254,44). C 80,24, H 13,47. *Gef. C 80,09, H 13,26. 

Methyl- ripen satbinol (2-Oxy-heptadecan). Eine Mischung von 
50,8 g (0,2 Mol) Methyl-pentadecyl-keton, 60 ccm Xylol und 28,1 g (0,2 Mol 
+ 10%) 1.3- Dimethyl- cyclohexanol-(5) lieB man innerhalb von 10 Min. zu 
10,1 g (0,4 Mol + 10%) Natrium in 80 ccm siedendem Xylol zutropfen. a 
1-stdg. Sieden wurde das iiberschiissige Natrium mit Butanol zersetzt, mit Wasse 


36 G. Weitzel, A. Fretzdorffu. W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 [1950]. 
87 St. Stallberg-Stenhagen u. E. Stenhagen, J. biol. Chemistry, 165, 
599 [1946]. 
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verdiinnt, mit HCl angesauert, ausgeaithert, mit K,CO, getrocknet. Abdestillieren 
aller bis 180°/760 mm fliichtigen Anteile iiber Kolonne; Sdp. des Carbinols: 
158°/0,5 mm; 39,7 g (77,5% d. Th.). Umkristallisiert aus Methanol, Schmp. 35—36°. 

3-Methyl-stearinsaure. 5,8 g (0,25 Mol) Natrium, 80 g (0,5 Mol) Malon- 
ester, < 0,15 Mol 2-Jod-heptadecan in 100 ccm absol. Athanol. Heptadecyl- 
2-malonester: 46,2 g (77,49 d.Th.). Sdp.o,, 192—195°. 3-Methyl-stearin- 
saure: 33,1 g (95,8% d. Th.); Sdp.o,, 175°. Zweimal aus Petrolither, zweimal aus 
Aceton umkristallisiert, Schmp. 51,0—51,5°. 

30,10 mg Sbst.: 84,40 mg CO,, 34,26 mg H,O. — 130,13 mg Sbst. verbr. 
4,369 ccm, 0,1-n. NaOH. . 

C19H3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 

Gef. C 76,52, H 12,73, Aquiv.-Gew. 297,8. 

3-Methyl-stearinsaiure-amid. Einmal aus Methanol, zweimal aus Aceton 
umkristallisiert. Schmp. 93,5—94°. 

4,170, 5,138 mg Sbst.: 0,167, 0,207 ccm N, (korr.), 18,5°, 21°, 749, 750 mm 
(red.). 
C,,H3,0N (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,62, 4,62. 


4-Methyl-stearinsaure 

2-Methyl-hexadecanol-(1): Eine Mischung von 44,7 g (0,15 Mol) 2-Me- 
thyl-palmitinsdure-aithylester (Sdp., 170°), 50 ccm Xylol und 40,3 g (0,3 
Mol + 5%) 1.3-Dimethyl-cyclohexanol-(5) lieB man zu 14,5 g (0,6 Mol + 
5%) Natrium in 70 ccm siedendem Xylol innerhalb von 7 Min. zutropfen. Ausb. 
30,1 g (81% d. Th.). Spd.o,, 152—153°. 

4-Methyl-stearinsaure: 18,3 g (0,796 Mol) Natrium, 191,0g (1,19 Mol) 
Malonester, < 0,598 Mol 2-Methyl-hexadecyl-jodid in 200ccm absol. 
Athanol. Abdestillieren des iiberschiissigen Malonesters, verseifen des im Riick- 
stand verbleibenden 2-Methyl-hexadecy]-1-malonester, Decarboxylierung. 4-Methyl- 
stearinsiure: Sdp.9,, 175°; 112,0 g (62,9% d. Th., ber. auf 0,598 Mol rohes Jodid). 
Umkristallisiert aus Methanol, Petrolither und Aceton. Schmp. 51,5—52°. 

29,42, 3,352 mg Sbst.: 82,45, 9,405 m g CO,, 33,41, 3,800 mg H,O. — 252,27 mg 
Sbst. verbr. 8,460 ccm 0,l-n. NaOH. 

C1,H3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv. Gew. 298,5. 

Gef. C 76,48, 76,57, H 12,71, 12,69, Aquiv. Gew. 298,2. 

4-Methyl-stearinsiure-amid. Aus Methanol und Aceton umkristallisiert. 
Schmp. 79,5—80°. 

4,302 mg Sbst.: 0,182 com N, (korr.), 21°, 748 mm (red.). 

Cy,H3,0N (297,5). Ber. N 4,71. Gef. 4,83. 


5-Methyl-stearinsaure 


Ausgehend von Methyl-tridecyl-keton oder von 2-Oxy-pentadecan 
erhielt man 3-Methyl-palmitinsaure, deren Darstellung bereits beschrieben 
wurde, siehe 5. Mitteilung?. 

3-Methyl-hexadecanol-(1). Die Mischung von 80,7 g (0,27 Mol) 3-Methyl- 
palmitinséiure-athylester (Sdp.o,, 160—162°), 80ccm. Xylol und 34,0 g 
(0,54 Mol + 5%) Isopropanol lie} man zu 26,1 g (1,08 Mol + 5%) Natrium 
in 150 cem siedendem Xylol innerhalb von 10 Min. zutropfen. Ausb. 53,4 g (77,7% 
d. Th.). Sdp., 174—176°. 

5-Methyl-stearinsaure. 8,1 g (0,35 Mol) Natrium, 88,3g (0,55 Mol) 
Malonester, <0,208 Mol 3-Methyl-hexadecyljodid in 100ccm absol. 
Athanol. 3-Methyl-hexadecyl-1-malonester: 59,2 g (74,8°% d. Th.); Sdp.o,5 
193°. 5-Methyl-stearinsaure: Sdp.o,, 174°; 42,1 g (94,89, d. Th.). Aus Methanol, 
Petrolather und Aceton umkristallisiert. Schmp. 44—44,5° 

30,48, 30,59 mg Sbst.: 85,32, 85,42 mg CO,, 34,25, 34,60 mg H,O. — 181,66 
mg Sbst. verbr. 6,106 ccm 0,l-n. NaOH. 
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C,9H3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 
Gef. C 76,39, 76,20, H 12,57, 12,66, Aquiv.-Gew. 297,5. 
5-Methyl-stearinsdiure-amid; Zweimal aus Methanol, einmal aus Aceton. 
Schmp. 79—79,5°. 
3,850 mg Sbst.: 0,165 ccm N, (korr.), 28°, 750 mm (red.). 
C,5H;,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,80. 


6-Methyl-stearinsiure 

4-Methyl-hexadecanol-(1). Eine Mischung von 65,0g (0,22 Mol) 4-Methyl- 
palmitinsaure-athylester (Sdp.,, 200—202°, siehe 5. Mitt.*, 150cem Xylol 
und 30,5 g (0,44 Mol + 5%) Isopropanol lieB man zu 21,3 g (0,88 Mol + 5%) 
Natrium in 200 ccm siedendem Xylol innerhalb von 12 Min. zutropfen. Ausb. 
39,9 g (71,0% d.Th.); Sdp.o,, 155°. 

6-Methyl-stearinsaure. 6,0g (0,26 Mol) Natrium, 67,2g (0,42 Mol) 
Malonester, <0,156 Mol 4-Methyl-hexadecyl-1l-jodid in 100 ccm absol. 
Athanol. 4-Methyl-hexadecyl-l-malonester: 43,0 g (72,0% d. Th.). Sdp.o,, 
194°. 6-Methyl-stearinsaure: 30,0 g (93,0% d. Th.). Sdp.»,, 172°. Umkristalli- 
siert aus Methanol, Petrolather und Aceton. Schmp. 38,0—38,5°. 

29,94 mg Sbst.: 83,84 mg CO,, 34,22 mg H,O. — 175,73 mg Sbst. verbr. 
5,92 ccm 0,l-n. NaOH. 

CipH 5,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 

Gef. C 76,42, H 12,79, Aquiv.-Gew. 297,0. 

6-Methyl-stearinsiure-amid. Aus Methanol und Aceton. Schmp. 79,5 
—80°. 4,172 mg Sbst.: 0,174 com N, (korr.), 26°, 749 mm (red.). 

C,,H;,0N (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,69. 


7-Methyl-stearinsiure 


Zur Darstellung der erforderlichen 5-Methyl-palmitinsiure iiber Grignard- 
Synthese oder iiber Silbersalzabbau siehe 5. Mitt.*. 

5-Methyl-hexadecanol.-(1). Eine Mischung von 21,8g (0,074 Mol) 
5-Methyl-palmitinsaiure-athylester (Sdp.o,, 160°), 100 com Xylol und 9,3 g 
(0,147 Mol + 5%) Isopropanol lie8 man zu 7,1 g (0,294 Mol + 5%) Natrium 
in 80 ccm siedendem Xylol innerhalb von 5 Min. zutropfen. Ausb. 14,3 g (76,0% 
d. Th.); Sdp., 162—164°. 

7-Methyl-stearinsaure. 1,9g (0,08 Mol) Natrium, 20,5 g (0,128 Mol) 
Malonester, <0,048 Mol 5-Methyl-hexadecyl-1l-jodid in 50ccm absol. 
Athanol. 5-Methyl-hexadecyl-1-malonester: 12,4 g (64,9% d. Th.). Sdp.o,, 
190°. 7-Methyl-stearinsaure: 8,7 g (94,6% d. Th.). Sdp.9,, 173°. Umkristalli- 
siert aus Methanol, Aceton und Petrolither. Schmp. 35,5—36°. 

31,03, 29,30 mg Sbst.: 86,76, 81,65 mg CO,, 35,19, 33,27 mg H,O. — 75,80 mg 
Sbst. verbr. 2,55 com 0,l-n. NaOH. 


Cy9H,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 289,5. 
Gef. C 76,30, 76,31, H 12,69, 12,75, Aquiv.-Gew. 297,3. 


7-Methyl-stearinséure-amid. Je zweimal aus Methanol und Aceton 
umkristallisiert. Schmp. 69,5—70”. 

4,364, 4,543 mg Sbst.: 0,183, 0,186 com N, (korr.), 22’, 747 mm (red.), 
C,,H,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,77, 4,66. 


8-Methyl-stearinsiure 
6-Methyl-hexadecanol-(l). Eine Mischung von 8,2 g (0,028 Mol) 6-Me- 
thyl-palmitinsaiure-athylester (Sdp. 9; 155°, siehe 5. Mitt.*), 40 cem Xylol 
und 14,1g (0,11 Mol) 1.3-Dimethyl-cyclohexanol-(5) lie’ man zu 5,lg 
(0,22 Mol) Natrium in 60 ccm siedendem Xylol innerhalb von 3 Min. zutropfen 
Ausb. 4,9 g (69,6% d.Th.); Sdp. »,; 154°. 
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8-Methyl-stearinsaure. 0,7g (0,032 Mol) Natrium, 8,2g (0,051 Mol) 
Malonester, <0,019 Mol 6-Methyl-hexadecyl-1l-jodid in 30ccm. absol. 
Athanol. 6-Methyl-hexadecy]-1-malonester: 5,52 (72,4%d. Th.); Sdp.o,, 188°. 
8-Methyl-stearinsaure: 3,7 g (90,2% d. Th.); Sdp. »,, 174°. Umkristallisiert 
aus -Petrolather und Aceton. Schmp. 33—33,5 

31,79, 27,30 mg Sbst.: 88,95, 76,34 mg CO,; 35,95, - 30,94 mg H,O. — 
234,58 mg Sbst. verbr. 7,888 ccm 0,1-n. NaOH. 

C19H3s02 (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298.5. 

Gef. C 76,36, 76,31, H 12,65, 12,68, Aquiv.-Gew. 297,4. 

8-Methyl-stearinsiure-amid. Je zweimal aus Methanol und Aceton 
umkristallisiert. Schmp. 70,0—70,5°. 

4,063 mg Sbst.: 0,171 com N, (korr.), 25°, 749 mm (red.). 

CisH3,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,75. 


9-Methyl-stearinsaure 


Zur Darstellung der erforderlichen 7-Methyl-palmitinsiure iiber Silbersalz- 
abbau oder mittels Furfurol-Kondensation siehe 5. Mitt.*. 

7-Methyl-hexadecanol-(1). Eine Mischung von 30,6 g (0,12 Mol) 7-Methyl- 
palmitinsaure-athylester (Sdp.o, 152°), 100 com Xylol und 21,2 g (0,24 Mol 
+ 5%) sek. Isoamylalkohol lieB man zu 11,6 g (0,48 Mol + 5%) Natrium in 
150 ccm siedendem Xylol innerhalb von 10 Min. zutropfen. Ausb. 21,4 g (69,7% 
d. Th.). Sdp. 9,5 155°. 

9- Methyl- stearinsdure. 3,2g (0,14 Mol) Natrium, 35,7 g (0,22 Mol) 
Malonester, <0,08 Mol 7-Methyl-hexadecyl-1l-jodid in 100ccm absol. 
Athanol. 7-Methyl-hexadecyl-1-malonester, 22,8 g (68,4% d. Th.). Sdp.o,. 
192°. 9-Methyl-stearinsaure: 16,2 g (89,6% d. Th.). Sdp. »,, 171°. Je zweimal 
aus Petrolither und Aceton umkristallisiert. Schmp. 38,5—39°. 

26,17, 31,00 mg Sbst.: 73,10, 86,66 mg CO,, 29,67, 35,12 mg H,O. — 247,62mg 
Sbst. verbr. 8,30 com 0,1-n. NaOH. 

C,,H3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 

Gef. C 76,23, 76,29, H 12,68, 12,67, Aquiv.-Gew. 298,5. 
9-Methyl-stearinsaiure-amid. Aus Methanol und Aceton umkristallisiert. 
Schmp. 69,5—70°. 
4,125 mg Sbst.: 0,173 com N, (korr.), 21°, 749 mm (red.). 
C,,H3;,O0N (297,5) Ber. N 4,71. Gef. N 4,80. 


10-Methyl-stearinsaure 


8-Methyl-hexadecanol-(1). 3,8g (0,107 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 200 ccm absol. Ather, 63,5 g (0,213 Mol) 8-Methyl-palmitinsaure- 
athylester (Sdp. o,, 156° (siehe 5. Mitt.?) in 100 ccm absol. Ather. Ausb. 52,3 g 
(96,0% d. Th.). Sdp. 0,5 158°. 

10-Methyl-stearinsdure. 8,1 g (0,35 Mol) Natrium, 89,6 g (0,56 Mol) 
Malonester, <0,201 Mol 8-Methyl-hexadecyl-1- jodid in 150 ccm absol. 
Athanol. 8-Methyl-hexadecyl-1-malonester: 72,2 g (90,3% d. Th.). Sdp.9, 
200°. 10-Methyl-stearinsaure: 50,3 g (93,3% d. Th.). Sdp. 5,; 188°. Zweima 
aus Aceton umkristallisiert, Schmp. 25,5—26°. 

16,02, 24,24 mg Sbst.: 44,83, 67,82 mg CO,, 18,24, 27,42 mg H,O. — 61,50mg 
Sbst. verbr. 5,41 ccm 0,1-n. NaOH. 

C,,H 3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 

Gef. C 76,37, 76,35, H 12,74, 12,66, Aquiv.-Gew. 298,6. 

10-Methyl-stearinsaiure-amid. Einmal aus Methanol, zweimal aus Aceton 
unkristallisiert. Schmp. 79—79,5°. 

4,937, 4,370 mg Sbst.: 0,206, 0,180 ccm N, (korr.), 23,5°, 23°, 747, 746 mm 
(red.). - 
C,,H,,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,72, 4,66. 
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11-Methyl-stearinsaure 


9- Methyl- hexadecanol-(1). 0,8g (0,027 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 100 cem absol. Ather, 15,7 g (0,053 Mol) 9-Methyl-palmitinsaure- 
athylester (Sdp., 183%, siehe 5. Mitt.2) in 50ccm absol. Ather. Ausb. 11,8 g 
(87,0% d.Th.). Sdp.o,; 157°. 

11-Methyl- stearinsdure. 1 6g (0,07 Mol) Natrium, 17,9g (0,112 Mol) 
Malonester, <0,043 Mol 9-Methyl-hexadecyl-1- jodid in 50 ccm absol. 
Athanol. 9-Methyl-hexadecyl-1-malonester: 14,9 g (87,1% d. Th.). Sdp.o,, 
192°, 11-Methyl-stearinsaure: 9,3 g (82,1% d. Th.). Sdp.»,, 174°. Zweimal 
aus Aceton umkristallisiert, Schmp. 20—20,5'. 

3,165 mg Sbst.: 8,867 mg CO, 3,605 mg H,O. — 139,49 mg Sbst. verbr. 
4,685 cem 0,l-n. NaOH. 

Ci9H3,02 (298, 5). Ber. C 76, 45, H 12,83, Aquiv.- Gew. 298,5. 

Gef. C 76,45, H 12,75, Aquiv.-Gew. 297,7. 
11-Methyl-stearinsiure-amid. Dreimal aus Aceton umkristallisiert. 
Schmp. 73,5—74°. 
4,430 mg Sbst.: 0,180 ccm N, (korr.) rie 748 mm (red.). 
C,y>H3,ON (297,5) Ber. N 4,71. Gef. N 4,72. 


12-Methyl-stearinsaiure 


10- Methyl- hexadecanol-(1). 1,1 g (0,03 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 100 cem absol. Ather, 17,9 g (0,06 Mol) 10- ‘Methyl- palmitinsaure- 
ithylester (Sdp., 163°, Darstellung der Saure siehe 5. Mitt.?) in 109 ccm absol. 
Ather. Ausb. 14,3 g (93,1% d.Th.). Sdp.o,; 158°. 

12-Methyl-stearinsdure. 2,1 g (0,09 Mol) Natrium, 24,0g (0,15 Mol) 
Malonester, <0,053 Mol 10-Methyl-hexadecy]-1- jodid in 100 ccm absol. 
Athanol. 10-Methyl- hexadecyl-1-malonester: 18,6 g (88,2% d. Th.). Sdp.o,5 
196°. 12-Methyl-stearinsdure: 12,3 g (87,9% d.Th.). Sdp.o,, 194°. Einmal 
aus Petrolather, zweimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 35,0—35,5”. 

3,709, 3,810 mg Sbst.: 10,389, 10,680 mg CO,, 4,227, 4,302 mg H,O. — 
159,48 mg Sbst. verbr. 5,345 ccm 0,1-n. NaOH. 

C,,H3,0. (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 

Gef. C 76,44, 76,50, H 12,75, 12,64, Aquiv.-Gew. 298,4. 
12-Methyl-stearinsaure-amid. Zweimal aus Methanol, einmal aus Aceton 
umkristallisiert, Schmp. 87,5—88°. 

4,617 mg Sbst.: 0,186 com N, (korr.) 16,0°, 750,5 mm (red.). 

C,,H;,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,71. 


13-Methyl-stearinsaure 


1l- Methyl- hexadecanol-(1). 0,2 g (0,006 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 50 ccm absol. Ather, 3,3 g (0,011 Mol) 11- Methy!-palmitinsdure- 
athylester (Sdp.o,, 160°, Darstellung der Saure siehe 5, Mitt.*) in 50 ccm absol. 
Ather. Ausb. 2,68 (92,9% d. Th.). Sdp.o,, 154°. 

13-Methyl-stearinsdure. 0,4 g (0,015 Mol) Natrium, 3,8 g (0,024 Mol) 
Malonester, <0,01 Mol 11-Methyl-hexadecyl-1- jodid in 50cem absol. 
Athanol. 11-Methyl-hexadecyl-l-malonester: Nach Abdestillieren des 
iiberschiissigen Malonesters Riickstand roh verseift und decarboxyliert. 13-Methyl- 
stearinsaure: 1,8 g (60,4% d. Th., ber. auf das rohe Jodid). Sdp.»,; 190°. Dreimal 
aus Aceton umkristallisiert, Schmp. 30,5—31°. 

3,361 mg Sbst.: 9,410 mg CO,, 3,813 mg H,O. — 45,82 mg Sbst. verbr. 1,53ccem 
0,1-n. NaOH 

C,5H3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 

Gef. C 76,40, H 12.70, Aquiv.-Gew. 298,6. 
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13-Methyl-stearins&ure-amid. Dreimal aus Methanol umkristallisiert. 
Schmp. 77,5—78°. 
5,032 mg Sbst.: 0,204 ccm N, (korr.) 19°, 748,5 mm (red.). 
Cy9Hs,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,67. 


14-Methyl-stearinsadure - 
12-Methyl-hexadecanol-(1). 1,1 g (0,031 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 100 ccm absol. Ather, 18,6 g (0,062 Mol) 12-Methyl-palmitinsaure- 
athylester (Sdp.»,, 157°, Darstellung der Saure siehe 5. Mitt.*) in 50 ccm absol, 
Ather. Ausb. 14,2 g (89,5% d. Th.). Sdp.o,, 156°. 
14-Methyl-stearinséure. 2,3g (0,1 Mol) Natrium, 25,6g (0,16 Mol) 
Malonester, <0,053 Mol 12-Methyl-hexadecyl-1-jodid in 50 ccm absol. 
Athanol. Vem gebildeten 12-Methyl-hexadecyl-1-malonester wurde der 
iiberschiissige Malonester abdestilliert, der rohe Riickstand verseift und decarb- 
oxyliert. 14-Methyl-stearinséure: 10,7 g (67,8% d. Th., ber. auf das rohe 
Jodid). Sdp.o,, 182°. Umkristallisiert aus Petrolither und Aceton. Schmp. 36,5 
bis 37°. 
3,917 mg Sbst.: 10,991 mg CO,, 4,424mg H,O. — 150,51 mg Sbst. verbr. 
5,051 ccm 0,1-n. NaOH. 
C9H 3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 
Gef. C 76,57, H 12,64, Aquiv.-Gew. 298,0. 
14-Methyl-stearinsaiure-amid. Je zweimal aus Methanol und Aceton 
um kristallisiert, Schmp. 79—79,5°. 
3,670 mg Sbst.: 0,153 com N, (korr.), 23°, 746,5 mm (red.). 
C,9H;,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,72. 


15-Methyl-stearinsaure 
13-Methyl-hexadecanol-(1). 0,6g (0,016 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 100 ccm absol. Ather, 9,1 g (0,031 Mol)13-Methyl-palmitinsaure- 
athylester (Sdp., 172°) in 50 ccm absol. Ather. Ausb. 6,9g (87,3% d. Th.). 
P-o.4 154°. 
15-Methyl-stearins&ure. 0,9 g (0,04 Mol) Natrium, 10,2 g (0,064 Mol) 
Malonester, <0,025 Mol 13-Methyl-hexadecyl-1l-jodid in 30 ccm absol. 
Athanol. 18-Meth yl-hexadecyl-1-malonester: 8,7 g (87,4% d. Th.). Sdp.o,, 
190°. 15-Methyl-stearinsaure: 5,4g (82,3% d.Th.). Sdp.o, 183°. Zweimal 
aus Aceton, einmal aus Petrolither umkristallisiert. Schmp. 39,5—40°. 
3,244 mg Sbst.: 9,090 mg CO,, 3,701 mg H,O. — 136,84 mg Sbst. verbr. 
4,602 com. 0,1-n., NaOH. 
CipH 3,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,88, Aquiv.-Gew. 298,5. 
Gef. C 76,47, H 12,77, Ayuiv.-Gew. 297,4. 
15-Methyl-stearinsaiure-amid: Einmal aus Methanol, zweimal aus Aceton 
umkristallisiert. Schmp. 80—80,5°. . 
4,063 mg Sbst.: 0,170 com N, (korr.), 22,2°, 746,5 mm (red.). 
C,,Hs,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,75. 


16-Methyl-stearinsaiure 

14-Methyl-hexadecanol-(1). 0,2g (0,005 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 30 ccm absol. Ather, 2,0 g (0,01 Mol) 14-Methyl-palmitinsaure- 
athylester (Sdp., 172°) in 20ccm absol. Ather. Ausb. 2,3 g (89,8% d. Th.). 
Sdp.o,, 156°. 

16-Methyl-stearinsaure. 0,3 g (0,013 Mol) Natrium, 2,7 g (0,017 Mol) 
Malonester, <0,007 Mol 14-Methyl-hexadecyl-1l-jodid in 30 ccm absol. 
Athanol. Vom gebildeten 14-Methyl-hexadecyl-l1-malonester wurde der 
iiberschiissige Malonester abdestilliert, der Riickstand verseift und decarboxyliert. 
16-Methyl-stearinsiure: 1,7g (85,1% d.Th.). Sdp.o, 182°. Zweimal aus 
Aceton umkristallisiert, Schmp. 49—49,5°. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 287 21 
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3,162, 3,145 mg Sbst.: 8,874, 8,832 mg CO,, 3,660, 3,655 mg H,O. — 148,75mg 
Sbst. verbr. 4,994 ccm 0,1-n. NaOH. 
C,,H;,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 
Gef. C 76,59, 76,64, H 12,95, 13,01, Aquiv.-Gew. 297,9. 
16-Methyl-stearinsaure-amid. Einmal aus Methanol dreimal aus Aceton 


umkristallisiert. Schmp. 92,0—92,5°. 
4,200 mg Sbst.: 0,171 com N, (korr.), 22,2°, 751,5 mm (red.). 
C,,Hs,0N (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,66. 


17-Methyl-stearinsaure 

15-Methyl-hexadecanol-(1). 0,53 g (0,015 Mol) Lithium-aluminium- 
hydrid in 80 ccm absol. Ather, 8,7 g (0,029 Mol) 15-Methyl-palmitinsaure- 
athylester (Sdp.»,, 162°) in 40 ccm absol. Ather. Ausb. 5,8 g (78,4% d. Th.); 
Sdp.,; 156°. 

17-Methyl-stearinsaure. 0,8 g (0,035 Mol) Natrium, 9,0g (0,056 Mol) 
Malonester, <0,02 Mol 15-Methyl-hexadecyl-l-jodid in 30ccm absol. 
Athanol. 15-Methyl-hexadecyl-l-malonester: 7,6 g (95,5% d. Th.). Sdp.o,s 
194°. 17-Methyl-stearinsaure: 4,6 g (81,3% d. Th.). Sdp.o,, 180’. Einmal 
aus Petrolather, zweimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 66,5—67°. 

3,010 mg Sbst.: 8,441 mg CO,, 3,443 mgjH,O. 148,19 mg Sbst. verbr. 4,966 com 
0,1-n. NaOH. 

C19H5,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 

- Gef. C 76,53, H 12,80, Aquiv.-Gew. 298,4. 

17-Methyl-stearinsaure-amid. Einmal aus Methanol, zweimal aus 
Aceton umkristallisiert; Schmp. 100,5—101°. 

4,250 mg Sbst.: 0,177 com N, (korr.), 23°, 747,5 mm (red.). 

C,,H,ON (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,72. 


Zusammenfassung 


Die Darstellung der 16 méglichen Monomethyl-stearinsiuren wird 
beschrieben, die Schmelzpunktkurve der ganzen Reihe diskutiert und 


mit ‘den Angaben der Literatur verglichen. 
Fiir das Vorkommen methylverzweigter Fettsiuren in Tuberkel- 


bazillen wird eine Deutung gegeben. 








